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(57) Abstract 

The present invention relates to a method for detecting a nucleotide sequence in a nucleic acid molecule by means of predetermined 
probes of varying mass using matrix-assisted spectrometry. One advantage of the inventive method is that it provides for simultaneous 
characterization of a plurality of unknown nucleic acid molecules by a salt from various probes. The invention also relates to a kit containing 
the probes and/or a sample carrier, optionally with nucleic acids bonded thereto. 



(57) Zusammenfassung 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zum Nachweis eirter Nucleotidsequenz in einem Nucleinsauremolekul vermitteis 
vorbestimmter Sonden unterschiedlicher Masse durch Matrix-ass istierte Laser Dcsorptions/lonisations Massenspektrometrie. Vorteilhafter- 
weise eriaubt das erfindungsgemaBe Verfahren die gleichzeitige Charakterisierurtg etner Vielzahl unbekanntcr NucleinsauremolekUle durch 
einen Satz verschiedener Sonden, Weiterhin betrifft diese Erfindung einen Kit, der die Sonden und/oder einen Probentrager, gegebenenfalls 
mit daran gebundenen Nucieinsauremolekulen, enthalt. 
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(57) Abstract 

The present invention relates to a method for detecting a nucleotide sequence in a nucleic acid molecule by means of predetermined 
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(57) Zusammenfassung 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zum Nachweis einer Nucleotidsequenz in einem Nucleinsauremolektil vermittels 
vorbestimmter Sonden unterschiedlicher Masse durch Matrix-assistierte Laser Desorptions/Ionisations Massenspektrometrie. Vorteilhafter- 
weise erlaubt das erfindungsgemaBe Verfahren die gleichzeitige Charakterisierung einer Vielzahl unbekannter Nucleinsauremolekttle durch 
einen Satz verschiedener Sonden. Weiterhin betrifft diese Erfindung einen Kit, der die Sonden und/oder einen Probentrager, gegebenenfalls 
mit daran gebundenen Nucleins^uremolekiilen, enthalt. 
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5 Verfahren zur identifikation von Nucleinsauren 

durch Matrix-assistierte Laser Desorptions/lonisations 

Massenspektrometrie 



Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zum Nachweis einer Nucleo- 
10 tidsequenz in einem Nucieinsauremolekul vermittels vorbestimmter Sonden 
unterschiedlicher Masse durch Matrix-assistierte Laser Desorpti- 
ons/lonisations Massenspektrometrie. Vorteilhafterweise erlaubt das erfin- 
dungsgema/ie Verfahren die gleichzeitige Charakterisierung einer Vielzahl 
unbekannter Nucieinsauremolekule durch einen Satz verschiedener Sonden. 
15 Weiterhin betrifft diese Erfindung einen Kit, der die Sonden und/oder einen 
Probentrager, gegebenenfails mit daran gebundenen Nucleinsauremoieku- 
len, enthalt 



Die genaue Charakterisierung von Nucleinsauren ist sehr aufwendig und 
20 teuer. Unbekannte DNA kann charakterisiert werden, indem sie sequenziert 
wird. Dies ist die praziseste Art, DNA zu ana'ysieren. Jedoch ist die Sequen- 
zierung von DNA sehr aufwendig und nur dann notwendig, wenn die gesamte 
Sequenz von Interesse ist. Nur sehr kurze DNA-Ausschnitte (<1000 Nucleo- 
basen) konnen in einem Arbeitsgang sequenziert werden. Wenn DNA Frag- 
25 mente, die groSer ais diese 1000 Nucieobasen iang sind, in groSerern Urn- 
fang analysiert werden sollen, ist es notwendig die DNA zu unterteiien, was 
die Methode verteuert. 



Viele Aussagen lassen sich jedoch bereits mit geringerer Auftosung machen. 

30 Die derzeit beschriebenen Verfahren leiden jedoch darunter, daft unter Um- 
standen Radioaktivitat verwendet werden mu(i, und nur eine einzige Sonde in 
einer Analyse verwendet werden kann. Ein soiches Verfahren aus dem Stand 
der Technik beinhaltet zum Beispiel, partieile Information uber einen Array 
von verschtedenen Ziel-DNAs zu suchen. Ein Array mit vieien tausend Ziei- 

35 DNAs kann auf einer Festphase immobiiisiert und anschiieBend konnen alle 
Ziel-DNAs gemeinsam auf das Vorhandensein einer Sequenz mittels einer 
Sonde (Nucteinsaure mit komplementarer Sequenz) untersucht werden. 1,2 Ei- 
ne Ubereinstimmung in der Ziel-DNA mit der Sonde kann durch 
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eine Hybridisation der beiden Nucleinsauren nachgewiesen werden. Sonden 
konnen beli^bige Nucleinsauresequenzen unterschiedlicher Lange sein. Es 
existieren verschiedene Verfahren fur die Auswahl von optimalen Bibliothe- 
ken von Sondensequenzen, weiche minimal miteinander uberiappen. 3 * 4 Son- 
5 densequenzen konnen auch gezieit zusammengestellt werden, um bestimmte 
Ziel-DNA Sequenzen aufzufinden. Oligofingerprinting ist ein Ansatz, bei wel- 
chem diese Technoiogie zum Einsatz kommt. Eine Bibliothek von Ziel-DNAs 
wird mit kurzen Nucleinsauresonden abgetastet Meist sind hier die Sonden 
nur 8-12 Basen iang. Es wird jeweiis eine Sonde auf einmal an eine auf einer 

10 Nylonmembran immobiiisierte Ziel-DNA-Bibliothek hybridisiert. Die Sonde ist 
radioaktiv markiert und die Hybridisierung wird anhand der Lokalisierung der 
Radioaktivitat beurteilt. Fur die Abtastung eines immobiiisierten DNA-Arrays 
sind auch bereits fiuoreszent markierte Sonden verwendet worden. 5 Ein ahn- 
liches Verfahren wird verwendet, um Sequenzierung von DNA zu multiple- 

15 xen, 6,7 Verschiedene Vektorsysteme werden zur Kionierung von Zielsequen- 
zen eingesetzt. Jeweiis ein Klon von jedem Klonierungsvektor wird gepoolt, 
die Sequenzierungsreaktion durchgefuhrt, die Fragmente auf einem Gel auf- 
getrennt und das Gel auf eine Nylonmembran geblottet. An die immobiiisierte 
DNA werden anschliefiend die unterschiedlichen Sequenzen des Klonie- 

20 rungssystems hybridisiert, so daft man die zum jeweiligen Klonierungssystem 
gehorende Sequenz erhalt. Hier kann die Abtastung des Klonierungssystems 
auch rnitteis einer massenspektrometrisch detektierbaren Sonde erfolgen. 8 

Als Sonden kommen jegliche Molekule in Frage, die sequenzspezifisch mit 
25 einer Ziel-DNA wechseiwirken konnen. Am gangigsten sind Oligodeoxyribo- 
nucleotide. Fur diesen Zweck bietet sich jedoch jede Modifikation von 
Nucleinsauren an, z.B. Peptide Nucleic Acids (PNA), 9,10 Phosphorothioatoli- 
gonucleotide oder Methylphosphonatoligonucleotide. Die Spezifit&t einer 
Sonde ist sehr wesentlich. Phosphorothioatoligonucieotide sind nicht beson- 
30 ders bevorzugt, da ihre Struktur durch die Schwefelatome verandert wird, 
was einen negativen EinfluB auf die Hybridisierungseigenschaften hat. Dies 
kann daher stammen, dafl Phosphorothioatoligonucieotide normalerweise 
nicht diastereomerenrein synthetisiert werden, Bei Methylphosphonatoligo- 
nucleotiden bestand in der Vergangenheit. ein ahnliches Reinheitsproblem, 
35 jedoch werden diese Oligonucleotide vermehrt diastereomerenrein syntheti- 
siert. Ein wesentlicher Unterschied zwischen Methylphosphonatoligonucleoti- 
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den und Phosphorothioatotigonucleotiden ist das bei ersteren ungeladene 
Ruckgrat, welches zu einer verminderten Abhangigkeit der Hybridisation von 
Puffersalzen und insgesamt durch die geringere AbstoGung zu hdherer Affi- 
nitat fuhrt. Peptide Nucleic Acids haben ebenfalls ein ungeladenes Ruckgrat, 
5 welches gleichzeitig chemisch sehr stark von der gangigen Zucker-Phosphat 
Struktur des Ruckgrats in Nucieinsauren abweicht. Das Ruckgrat einer PNA 
weist eine Amidsequenz anstelle des Zucker-Phosphat Ruckgrats gewdhnli- 
cher DNA auf. PNA hybridisiert sehr gut mit DNA komplementarer Sequenz. 
Die Schmelztemperatur eines PNA/DNA-Hybrids ist hoher als die des ent- 
10 sprechenden DNA/DNA-Hybrids und wiederum ist die Abhangigkeit der Hy- 
bridisierung von Puffersalzen relativ gering. 

Matrix-assistierte Laser Desorptions/lonisations Massenspektrometrie 
(MALDI) ist eine neue, sehr leistungsfahige Methode fur die Analyse von 

15 Biomolekulen. 11 Ein Analytmoiekui wird in eine lichtabsorbierende Matrix ein- 
gebettet. Durch einen kurzen Laserpuls wird die Matrix verdampft und der 
Analyt so unfragmentiert in die Gasphase befordert Durch Std&e mit Matrix- 
molekuien wird die lonisation des Analyts erreicht. Eine angelegte Spannung 
beschieunigt die lonen in ein feldfreies Flugrohr. Auf Grund ihrer verschiede- 

20 nen Massen werden lonen unterschiedlich stark beschieunigt. Kleinere ionen 
erreichen den Detektor fruher als groftere. Die Flugzeit wird in die Masse der 
lone, 'i umgerechnet. Technische Neuerungen der Hardware haben die Me- 
thode signifikant verbessert. Erwahnenswert ist delayed extraction (DE). 12 Fur 
DE wird die Beschleunigungsspannung mit einer Verzogerung zum Laserpuls 

25 eingeschaltet und dadurch eine verbesserte Auflosung der Signaie erreicht, 
weil die Zahl der StofJe verringert wird. MALDI eignet sich ausgezeichnet zur 
Analyse von Peptiden und Proteinen. Die Analyse von Nucieinsauren ist 
schwieriger. 13 Fur Nucieinsauren ist die Empfindiichkeit etwa tOOmal 
schlechter als fur Peptide und nimmt mit zunehmender Fragmentgrofte uber- 

30 proportional ab. Der Grund dafur liegt darin, daG> fur die lonisation von Pepti- 
den und Proteinen ledigiich ein einziges Proton eingefangen werden mufi. 
Fur Nucieinsauren, die ein vielfach negativ geladenes Ruckgrat haben, ist 
der lonisationsprozeG. durch die Matrix wesentiich ineffizienter. Fur MALDI 



WO 99/29898 



4 



PCT/EP98/0791 1 



spielt die Wahl der Matrix eine eminent wichtige Rolle. Fur die Desorption 
von Peptiden sind einige sehr leistungsfahige Matrices gefunden worden, die 
eine sehrfeine Kristallisation ergeben. Fur DNA sind zwar mittierweile einige 
ansprechende Matrices gefunden worden, jedoch wurde dadurch der Emp- 
5 findiichkeitsunterschied nicht verringert. Der Empfindiichkeitsunterschied 
kann verringert werden, indem die DNA chemisch so modifiziert wird, daft sie 
einem Peptid ahniicher wird. Phosphorothioatnucleinsauren, bei denen die 
gewohnlichen Phosphate des Ruckgrats durch Thiophosphate substituiert 
sind, lassen sich durch einfache Aikylierungschemie in eine ladungsneutrale 

10 DNA umwandeln. 14 Die Kopplung eines "charge tags" an diese modifizierte 
DNA resultiert in der Steigerung der Empfindiichkeit in den gieichen Bereich 
wie er fur Peptide gefunden wird. 15,16 Durch diese Modifikationen hat sich 
auch die Mogiichkeit eroffnet, ahniiche Matrices wie sie fur die Desorption 
von Peptiden verwendet werden zu benutzen. Ein weiterer Vorteii von charge 

15 tagging ist die erhohte Stabilitat der Analyse gegen Verunreinigungen, die 
den Nachweis unmodifizierter Substrate stark erschweren. PNAs und Methyl- 
phosphonatoligonucleotide sind mit MALDI untersucht worden und lassen 
sich so analysieren. 17,18,19 

20 Kombinatorische Synthesen, 20 d.h. die Herstellung von Substanzbibliotheken 
ausgehend von einem Gemisch von Vorstufen, werden sowohl auf fester als 
auch in flussiger Phase durchgefuhrt. Vor aliem die kombinatorische Fest- 
phasensynthese hat sich fruhzeitig etabiiert, da in diesem Fall die Abtren- 
nung von Nebenprodukten besonders einfach ist. Nur die an den Trager 

25 (Support) gebundenen Zielverbindungen werden in einem Waschschritt zu- 
ruckbehalten und am Ende der Synthese durch das gezielte Spaiten eines 
Linkers isoiiert. Diese Technik erlaubt auf einfachem Wege die gleichzeitige 
Synthese einer Vielzahl verschiedener Verbindungen an einer Festphase und 
somit den Erhalt von chemisch "reinen" Substanzbibliotheken. 21,22,23 Daher 

30 sind die Verbindungsklassen, die auch in nicht kombinatorischen, konventio- 
nellen Synthesen auf einer Festphase synthetisiert werden, der kombinatori- 
schen Chemie besonders leicht zugangiich und werden demzufoige auch 
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breit verwenciet. Dies trifft vor allern auf Peptid-, Nucleinsaure- unci PNA- 
Bibiiotheken zu. 

Die Synthese von Peptiden erfolgt durch Binden der ersten N-geschutzten 
5 Aminosaure (z.B, Boc) an den Support, nachfoigende Entschutzung und Re- 
aktion der zweiten Aminosaure mit der freigewordenen NH 2 -Gruppe der er- 
sten. Nicht reagierte Aminofunktionen werden in einem weiteren ''Capping" 
Schritt einer Weiterreaktion im nachsten Synthesezyklus entzogen. Die 
Schutzgruppe an der Aminofunktion der zweiten Aminosaure wird entfernt 
10 und der nachste Baustein kann gekoppelt werden. Zur Synthese von Peptid- 
bibliotheken wird ein Gemisch von Aminosauren in einem oder mehreren 
Schritten verwendet. Die Synthese von PNA und PNA-Bibiiotheken erfolgt 
sinngemafS. 

15 Nucieinsaure-Bibliotheken werden meist durch Festphasensynthese mit Ge- 
mischen verschiedener Phosphorarnidit-Nucieoside erhalten. Dies kann auf 
kommerzieii erhaitlichen DNA-Synthesizern ohne Veranderungen in den 
SyntheseprotokoNen durchgefuhrt werden. Daruber hinaus sind verschiedene 
Arbeiten zur kombinatorischen Synthese von PNA Bibiiotheken publiziert 

20 worden. 24,25 Diese Arbeiten behandein den Aufbau von kombinatorischen Se- 
quenzen, d.h. die Synthese von PNAs in denen einzelne, spezifische Basen 
in der Sequenz durch degenerierte Basen ersetzt werden und dadurch zufal- 
lige Sequenzvarianz erreicht wird. Auch die Verwendung massenspektrome- 
trischer Methoden fur die Analyse kombinatorischer Bibiiotheken ist mehrfach 

25 beschrieben worden. 26,27,28,29 

Es existieren verschiedene Verfahren, urn DNA zu immo.bilisieren. Das be- 
kannteste Verfahren ist die Festbindung einer DNA, weiche mit Biotin funk- 
tionalisiert ist, an eine Streptavidin-beschichtete Oberfiache. 30 Die Bindungs- 
30 starke dieses Systems entspricht einer kovaienten chemischen Bindung, oh- 
ne eine zu sein. Um eine Ziel-DNA kovalent an eine chemisch vorbereitete 
Oberfiache binden zu kdnnen, bedarf es einer entsprechenden Funktionaiitat 
der Ziel-DNA. DNA seibst besitzt keine Funktionaiisierung, die dazu geeignet 
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ist. Es gibt verschiedene Varianten, in eine Ziel-DNA eine geeignete Funktio- 
nalisierung einzufuhren: Zwei leicht zu handhabende Funktionaiisierungen 
sind primare, aliphatische Amine und Thiole. Solche Amine werden quantita- 
tiv mit N-Hydroxy-succinimidestern umgesetzt. Thiole reagieren unter geeig- 
5 neten Bedingungen quantitativ mit Alkyiiodiden. Eine Schwierigkeit besteht 
im Einfuhren einer solchen Funktionalisierung in eine DNA. Die einfachste 
Variante ist die Einfuhrung durch einen Primer einer PCR. Gezeigte Varian- 
ten benutzen 5'-modifizierte Primer (NH 2 und SH) und einen bifunktionalen 
Linker. 31 * 32 ' 33 

10 

Bei der Immobiiisierung auf einer Oberfiache ist vor allem ihre Beschaffenheit 
von wesentlicher Bedeutung. Bis jetzt beschriebene Systeme sind haupt- 
sachlich aus Silizium oder Metall (magnetic beads), Eine weitere Methode zur 
Bindung einer Ziei-DNA basiert darauf, eine kurze Erkennungssequenz (z.B. 
15 20 Basen) in der Ziel-DNA zur Hybridisierung an ein oberflachenimmobili- 
siertes Oligonucleotid zu verwenden. 34 Es sind auch enzymatische Varianten 
zur Einfuhrung von chemisch aktivierten Positionen in eine Ziel-DNA be- 
schrieben worden. 35 Hier wird an einer Ziel-DNA enzymatisch eine 5*-NH 2 - 
Funktionalisierung durchgefuhrt. 

20 

Wie vorstehend beschheben, sind im Stand der Technik eine Reihe von 
Verfahren bekannt, die vor allem auf eine genaue Analyse von Nucleinsauren 
ausgerichtet sind. Diese Verfahren sind in der Regel entweder sehr arbeits- 
aufwendig und/oder kostenintensiv. 

25 

Das der vorliegenden Erfindung zugrundeliegende technische Problem war 
somit, ein schnelles und kosteneffizientes Verfahren zur Identifikation von 
Ziel-Nucleinsauren bereitzustellen. 

30 Dieses technische Problem wird durch die Bereitstellung der in den Patent- 
anspruchen gekennzeichneten Ausfuhrungsformen gelost. 
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Somit betrifft die vorliegende Erfindung ein Verfahren zum Nachweis einer 
Nucleotidsequenz in einem Nucleinsauremolekul, das die folgenden Schritte 
umfaBt: 

(a) Hybridisierung von NucleinsauremoJekuien mit einem Satz von Sonden 
5 unterschiedlicher Nucleobasensequenzen, wobei jede Sonde eine von 

alien anderen Sonden verschiedene Masse aufweist; 

(b) Abtrennung der nicht hybridisierten Sonden; 

(c) Kontaktierung der hybridisierten Sonden mit einer Matrix, welche die 
Desorption der Sonden durch einen Laserstrahl unterstutzt; 

10 (d) Analyse der hybridisierten und von der Matrix umgebenen Sonden auf 
einem aus elektrisch leitfahigem Material bestehenden Probentrager in 
einem Massenspektrometer; und 
(e) Bestimmung der Nucleinsauremolekule, welche die Sequenz aufweisen, 
wobei die Positionen der Sonden auf dem Probentrager eine Zuordnung zu 
15 dem damit hybridisierenden Nucleinsauremolekul erlaubt. 

Das erfindungsgemafSe Verfahren kombiniert in vorteilhafter Weise Verfah- 
ren, Arrays von Ziel-Nucleinsauren zu analysieren (Oligofingerprinting), so- 
wie die massenspektrometrische Analyse von Nucieinsauren und modifizier- 

20 ten Nucieinsauren. Dabei wird eine Vielzahl von unterschiedlichen Sonden 
eingesetzt, die den Nachweis von einer Oder mehreren Nucleotidsequenz(en) 
in einem Nucleinsauremolekul erlauben. Eine Kombination dieser beiden 
Methoden konnte bisher nicht durchgefuhrt werden, weil die Massenunter- 
scheidbarkeit der Sonden keine eindeutigen Ruckschlusse auf die Sequenz 

25 zuliefJ und die Empfindlichkeit der massenspektrometrischen Analyse von 
Nucieinsauren nicht an die Probenmengen eines Oligofingerprinting- 
Experimentes angepafSt war. Voraussetzung dafur, dafi eine bestimmte Se- 
quenz nachgewiesen werden kann f ist, daG im Verfahren Sonden eingesetzt 
werden, die eine Hybridisierung mit der Zielsequenz erlauben. Die Bestim- 

30 mung der Nucleinsauremolekule erfolgt dabei uber den Nachweis der Hybri- 
disierung mit einer der Sonden. 
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Dem Fachmann ist kiar t dad eine gesuchte Nucieotidsequenz mit Hybridisie- 
rungsverfahren nicht irnmer absoiut ermittelt werden kann, da auch unter 
stringenten Hybridisierungsbedingungen trotz sogenannter "Mismatches" 
unter Umstanden eine Hybridisierung einer Sonde stattfinden kann (z.B. ab 
einer bestimmten Mindestlange einer Sonde oder bei (einer) Positionie- 
rung(en) des/der Mismatches, die bei der Hybridisierung tolerierbar ist/sind). 
Bei einer vorgegebenen Nucieotidsequenz einer Sonde kann eine Kompie- 
mentarsequenz im Nucleinsauremoiekul somit in einem Teil der Ausfuh- 
rungsformen nur mit einer gewissen NSherung ermittelt werden, da neben 
exakten Komplementarsequenzen unter Umstanden auch solche ermittelt 
werden konnen, die in ihrer Sequenz nicht exakt komplementar sind. Insofern 
umfaftt die Nucieotidsequenz auch homoioge Nucleotidsequenzen, die vor- 
zugsweise einen Homologiegrad von mehr a!s 90 %, besonders bevorzugt 
von mehr als 95 % aufweisen. Alle diese vorstehenden Ausfuhrungsformen 
sind von der vorliegenden Erfindung umfaftt 

Je nach Wahl der Hybridisierungsbedingungen kann das erfindungsgemafle 
Verfahren verwendet werden, um entweder spezifische Nucleotidsequenzen 
oder Gruppen von Nucleotidsequenzen nachzuweisen, die sich durch eine 
20 ahnliche Sequenz auszeichnen. Werden z.B. stringente Hybridisierungsbe- 
dingungen gewahlt, so sind die verwendeten Sonden nur in der Lage, an die 
Nucleotidsequenzen zu hybridisieren, die exakt komplementar zu ihren 
Nucleobasensequenzen sind. Werden hingegen nicht stringente Hybridisie- 
rungsbedingungen gewahlt, so kann man mit den eingesetzten Sonden alle 
25 Nucleotidsequenzen nachweisen, die von den Nucleobasensequenzen der 
Sonden derart abweichen, daft sie unter den gewahlten Bedingungen eine 
Hybridisierung noch erlauben. Auf diese Art und Weise kann das erfindungs- 
gemafie Verfahren also auch verwendet werden, um Homoioge, Vahanten 
oder Allele einer bestimmten Sequenz nachzuweisen. Dem Fachmann ist be- 
30 kannt, was unter stringenten bzw. nicht stringenten Hybridisierungsbedin- 
gungen zu verstehen ist; vgL z. B. Sambrook et al., "Molecular Cloning, A La- 
boratory Manual" CSH Press, Cold Spring Harbor, 2nd ed. 1989, Hames und 
Higgins (Hrsg.) "Nucleic Acid Hybridization, A Practical Approach", IRL 
Press, Oxford 1985. Stringente Hybridisierungsbedingungen sind, zum Bei- 
35 spiel, Hybridisierung in 6 x SSC, 5 x Denhardt's Reagens, 0,5 % SDS und 
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100 pg/ml denaturierter DNA bei 65 °C und Waschen in 0,1 x SSC, 0,1 % 
SDS bei 65 °C. Nicht-stringente Hybridisierungsbedingungen unterscheiden 
sich von den obengenannten Bedinungen insofern, als beispieisweise die 
Hybridisierung und/oder das Waschen bei einer niedrigeren Temperatur 
5 durchgefuhrt werden, z.B. bei 50 °C Oder 55 °C und/oder die Menge von SSC 
auf z.B. 1 x oder 2 x SSC angehoben wird. 

Das erfindungsgemafce Verfahren erlaubt auch den Nachweis mehrerer un- 
terschiedlicher Sequenzen in einer Ziel-DNA, wobei die unterschiedlichen 
10 Sequenzen komplementar zu verschiedenen Sonden sind. Gunstigstenfalls, 
z. B. bei Verwendung von Sonden mit uberiappenden Sequenzen, ISfSt sich 
so die gesamte Nucleotidsequenz einer Ziei-Nucleinsaure nachweisen oder 
aufklaren. 

15 Mit dem erfindungsgemaGen Verfahren laflt sich zunachst bestimmen, ob auf 
dem Probentrager eine Probe aufgetragen war, die eine mit einer Sonde un- 
ter den gewahlten Bedingungen hybridisierbare Sequenz aufweist. Sofern 
dies der Fall ist t kann die Proben-Nucleinsaure weiter analysiert und cha- 
rakterisiert werden. Da fur das erfindungsgemalie Verfahren ublicherweise 

20 nur ein Bruchteil einer Probe fur die erfindungsgema(ie Analyse eingesetzt 
werden mufi, kann die nicht eingesetzte Nucleinsaure mit Standardverfahren, 
z. B. Sequenzierungsverfahren, weiter untersucht werden. 

Das erfindungsgemafle Verfahren kann auch, parallel oder sukzessive, 
25 mehrmals durchgefuhrt werden, wobei die Hybridisierungsbedingungen vari- 
iert werden. So kann man beispieisweise in einem Ziel-DNA-Array zunachst 
feststellen, wie viele und welche Ziei-DNAs einen bestimmten Homologiegrad 
aufweisen, bevor nach spezifischen Sequenzen gesucht wird. 

30 Die Zuordnung der an einer bestimmten Position auf dem Probentrager hy- 
bridisierten Sonde zur immobilisierten Probe erfolgt vorzugsweise mittels ei- 
nes Datenverarbeitungssystems, das das jeweilige aufgenommene Spektrum 
auf einer Position des Probentragers einer auf derselben Position ange- 
brachten Ziel-DNA zuordnet. Vorzugsweise sind die Ziel-Nucleinsauren auf 

35 der Oberflache bzw. auf dem Proteintrager in einer bestimmten Ordnung an- 
geordnet. 
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Wie vorstehend erwahnt, besteht der Probentrager aus einem elektrisch leit- 
fahigem Material. Dies schlieftt auch die Oberflache des Probentragers ein, 
auf denn die hybridisierten und von der Matrix umgebenen Sonden aufsitzen. 
Die Oberflache kann sich dabei stofflich vom Probentrager unterscheiden. 

5 

Die Oberflache, an der die Sonden fur die Massenspektrometrie direkt oder 
indirekt irnmobilisiert sein mussen, muB so beschaffen sein, daB sie als Pro- 
bentrager fur ein Massenspektrometer fungieren kann (Figur 2). Dies bedeu- 
tet, daB sie aus einem elektrisch leitfahigen Material bestehen muB, da, um 
10 eine stabile Beschleunigung der ionisierten Sondenmolekule zu erreichen, 
eine definierte Spannung angelegt werden muB. Eine nichtleitende Oberfla- 
che wurde zu einer elektrostatischen Aufiad^ng fuhren, wodurch wegen der 
Spannungsabweichung eine Massenverschiebung beobachtet und eine Mas- 
senzuordnung unmoglich gemacht wurde. 

15 

Bevorzugte Ausfuhrungsformen der vorliegenden Erfindung sind nachste- 
hend beschrieben und konnen auch den Beispieien entnommen werden. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemaflen Verfahrens 
20 werden die Nucleinsauremolekuie vor oder nach Schritt (a) auf die Oberfla- 
che eines Tragers ubertragen. Als Trager eignen sich dazu z.B. "magnetic 
beads", Kunststoffbeads oder Glasbeads, die beispielsweise mit Streptavidin 
oder mit Aminogruppen, SH-Gruppen oder Epoxygruppen funktionaiisiert 
sind. 

25 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform handeit es sich bei der 
Oberflache des Tragers um die Oberflache des aus elektrisch leitfahigem 
Material bestehenden Probentragers. Diese Ausfuhrungsform erlaubt eine 
relativ unkompiizierte Durchfuhrung des Verfahrens, da die Nucleinsaure- 
30 molekule nach erfolgter JHybridisierung nicht mehr auf den Probentrager 
transferiert werden mussen. 
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In einer weiteren besonders bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungs- 
gemaften Verfahrens wird vor Schritt (c) der Trager mit den an seiner Ober- 
flache aufgebrachten Nucleinsauremolekulen, die die hybridisierten Sonden 
tragen, auf den aus eiektrisch ieitfahigem Material bestehenden Probentrager 
5 aufgebracht. Die Anheftung kann z.B. durch die Matrix selbst Oder durch Zu- 
gabe von Nitrozellulose zur Matrix bewirkt werden. 

In einer ebenfalls besonders bevorzugten Ausfuhrungsform werden die hy- 
bridisierten Sonden vor dem, nach dem Oder durch den Kontakt mit der Matrix 

10 in Schritt (c) von den immobilisierten Nucleinsauremolekulen abgeiost und 
auf den aus Ieitfahigem Material bestehenden Probentrager aufgebracht. In 
dieser Ausfuhrungsform werden die Komplexe aus hybridisierten Nucleinsau- 
remolekulen und Sonden denaturiert, und nur die Sonden auf den Probentra- 
ger aufgebracht. Eine Denaturierung kann durch bekannte Methoden wie z.B. 

15 alkalische oder Hitze-Denaturierung bewirkt werden oder auch durch die sau- 
re Matrixlosung selbst. 

In einer anderen bevorzugten Ausfuhrungsform besitzt der Probentrager ent- 
weder eine metallische, mit Glas beschichtete oder chemisch modifizierte 
20 Oberfiache, die ein Festbinden der Ziel-DNA erlaubt. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemaflen 
Verfahrens erfoigt die Immobilisierung der Nucleinsauremolekule an der Pro- 
bentrageroberflache uber eine NH 2 - Epoxy- oder SH-Funktion, vermittels der 
25 Beschichtung der Probentrageroberflache mit einem Stlikat oder Silan, uber 
eine Protein-Substrat-, Protein-Protein- oder eine Protein-Nucleinsaure- 
Interaktion, oder uber eine Wechselwirkung zweier hydrophober Komponen- 
ten. 

30 Wird der Probentrager z.B. mit Gold beschichtet, kann eine Kopplung der 
Ziel-DNA durch wahrend der molekularbioiogischen Aufbereitung der Ziel- 
DNA eingefuhrte SH- oder NH 2 -Funktionen erfolgen. Auch die umgekehrte 
Moglichkeit, entsprechend modifizierte DNA an funktionaiisiene Goldpartikel 
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zu binden, besteht. Die Firma Nanoprobes Inc., Stony Brook, NY, bietet bei- 
spielsweise mit Streptavidin Oder mit Aminofunktionen verknupfte Gold- 
Nanopartikel kommerziell an. Wie bereits erwahnt, besteht eine weitere Mog- 
lichkeit darin, die metaitische Probentrageroberflache mit Gias zu beschich- 
5 ten. Durch eine Aminofunktionaiisierung kann anschlieftend eine Koppiung 
der Ziel-DNA, welche uber eine SH-Funktionaiisierung an einen bifunktiona- 
len Linker (z.B. SIAB, Pierce Chemical, Rockford, IL, USA) gebunden ist, an 
die Glasoberfiache erreicht werden. Eine weitere Variante ist die unmittelbare 
Beschichtung der Metalloberfiache mit Trimethoxy-3-aminopropylsilan. An die 
10 Aminofunktion kann anschlieUend eine Ziel-DNA, wie oben uber einen bi- 
funktionalen Linker, gekoppelt werden. 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform ist dabei die Protein- 
Substrat-lnteraktion eine Biotin-Streptavidin- Oder eine Antikorper-Antigen- 

15 Bindung. MALDI-Probentrager sind ublicherweise aus Metail (z. B. Eisen), an 
das sich ohne weitere Modifikation weder Proteine noch DNA-Molekule im- 
mobilisieren lassen. Eine Moglichkeit der Immobilisierung ist, die Eisenober- 
flSche mit Gold zu beschichten, da sich z. B. SH-Funktionen daran binden 
lassen. Fur die Koppiung bieten sich dann bifunktionale Linker an, die eine 

20 SH-Funktion und eine weitere Funktion besitzen t die an die Funktionalisie- 
rung der Ziel-DNA angepaflt ist. Ist z. B. die Ziel-DNA biotinfunktionalisiert, 
sollte der Linker mit Streptavidin gekoppelt werden konnen. Ist die Ziel-DNA 
NH 2 -funktionalisiert, dann kann der Linker mit einer N- 
hydroxysuccinimidylester-Funktion versehen sein. 

25 

In einer weiteren besonders bevorzugten Ausfuhrungsform ist die Protein- 
Nucleinsaure-lnteraktion eine Bindung der Nucleinsaure an Gene32 t ein 
Protein, welches sequenzunspezifisch einzelstrangige DNA bindet. 

30 In einer ebenfalls bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemaften 
Verfahrens sind die verwendeten Sonden Nucieinsauren, die mit einem Mas- 
sen-Tag versehen sind. Gemafi dieser Ausfuhrungsform konnen die Sonden 
auch mit mehreren Tags versehen setn, die an unterschiedlichen Positionen, 
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z. B. am 5' und 3' Ende iokaiisiert sind. Durch Kombination der Anzahi und 
Lokalisierung von Massen-Tags, gegebenenfalis in Kombination mit La- 
dungs-Tags, lafSt sich die Versalitat und Empfindlichkeit des erfindungsge- 
mafien Verfahrens deutlich erhohen. 

5 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform sind die Massen-Tags zu- 
gieich Ladungs-Tags, wahrend in einer weiteren besonders bevorzugten 
Ausfuhrungsform die Nucleinsauren zusatzlich mit einem Ladungs-Tag 
("Charge-Tag") versehen sind. 

10 

"Charge tagging" kann entsprechend der Methode von Gut et ai. durchgefuhrt 
werden. 15,16 Ein aminofunktionaiisiertes Substrat (1 mM) wird in Trimethyla- 
min/C0 2 -Puffer (pH = 8.5, 200 mM) auf Eis bei 0 °C mit 1% co- 
Trimethyiammoniumhexansaure-N-hydroxy-succinimidylester (CT) versetzt. 

15 Nach 30 Minuten werden der fluchtige Puffer und das Lbsungsmittel im Va- 
kuum abgezogen. Das aminofunktionatisierte Substrat kann z.B. eine kombi- 
natorisch hergestellte Bibliothek von massenverschiedenen Sonden sein. 
Durch die Variation der Lange und Funktionalisierung des CT iassen sich die 
Massen der Substratbibliothek um einen definierten Betrag verschieben (Fig. 

20 3). Da in der kombinatorischen Synthese z.B. eine Sondenbibiiothek von 64 
massenverschiedenen Sonden (Fig. 4), die sich uber einen Massenbereich 
von 200 Da erstrecken, hergestellt werden, erhohen die Massen/charge tags 
jeweils in Einheiten von 200 Da die Masse, d.h. der erste kombinatorische 
Syntheseansatz wird mit dem kieinstmoglichen charge tag hergestellt, der 

25 zweite mit einem Massen/charge (Ladungs-) tag, das 200 Da schwerer ist, 
der dritte mit einem Massen/charge tag das weitere 200 Da schwerer ist usw. 
Theoretisch kann der Bereich beiiebig ausgeweitet werden, solange das an- 
gewendete Massenspektrometer in der Lage ist, den Unterschied zwischen 
zwei massenbenachbarten Sonden . aufzulosen und solange die Synthese 

30 praparativ praktikabel. erscheint. Fur Sonden mit 10 Nucleobasen bekommt 
man ein Grundmasse im Bereich von 2600-2800 Da. Mit derzeit kauflichen 
Massenspektrometern ist der benutzbare Massenbereich mit ausreichender 
Massengenauigkeit unter 4000 Da. Dadurch konnen sieben Ensembles von 
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64 Sonden verwendet werden (insgesamt 448 Sonden). Ergebnisse, die mit 
dieser Ausfuhrungsform erhalten worden sind, sind in den Figuren 5 und 6 
dargesteilt 

5 Die Synthese von Peptiden auf einem automatisierten Synthesizer verlauft 
vom C-terminaien Ende zum N-terminaien Ende, die Synthese von Nuclein- 
sauren vom 3'- zum 5'-Ende. Es besteht die Mogiichkeit an einem Oder an 
beiden Enden eine primare Aminofunktion anzubringen, um dann durch eine 
oder zwei Funktionatisierungen die Massenverschiebung zu erreichen. Alter- 

10 nativ kann die Massenverschiebung einer Bibliothek von kombinatorisch her- 
gestellten Sonden auch erreicht werden, indem vorgangig zum Einbau der 
kombinatorischen Bausteine einige Bausteine von definierter Masse (z.B. 
Aminosauren in eine kombinatorische Synthese von PNAs) angebracht wer- 
den. Die erste kombinatorische Synthese beginnt unmitteibar am Support. 

15 Fur die zweite kombinatorische Synthese werden zuerst z.B, zwei Valine ge- 
koppelt Valin hat eine M<asse von 99 Da. Durch zwei Valine erreicht man ei- 
ne Massenverschiebung der zweiten kombinatorischen Synthese von der er- 
sten um 198 Da. Bei der dritten kombinatorischen Synthese werden zuerst 
vier Valine gekoppeit, wodurch die Masse dieses Ensembles 396 Da hoher 

20 ist usw. Ein altfallig notiges charge tag kann immer noch nachtraglich mit der 
oben beschriebenen Methode am N4erminalen Ende angebracht werden. Ei- 
ne weitere Mogiichkeit besteht darin, die charge tags zuerst an die Festphase 
zu koppeln und anschlieflend mit der kombinatorischen Synthese fortzufah- 
ren. 

25 

Eine weitere Variante besteht darin, gleichzeitig mehrere fixe Ladungen der 
gleichen Polaritat anzubringen. Dadurch kann der Detektionsbereich vermin- 
dert werden. In einem Massenspektrometer wird ein Molekui mit zwei Ladun- 
gen bei der entsprechend halben Masse beobachtet. Dies kann einen Vorteii 
30 bringen, wenn die Aufldsung des Massenspektrometers zu hdheren Massen 
hin stark abnimmt. Oben ist beschrieben, wie man positive fixe Ladungen an 
einer Sonde festbringe.n kann. Negative fixe Ladungen kdnnen ahnliche 
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Vorteile bringen. Positive und negative fixe Ladungen lassen sich mit ahnli- 
chen Methoden herstellen. 

Fur die Lokaiisierung, Anzahl und Kombinatorik der Ladungs-Tags geiten die 
5 im Zusammenhang mit den Massen-Tags gemachten Ausfuhrungen entspre- 
chend. So kann mitteis charge tagging am 5'- oder 3'- Terminus der Biblio- 
thek von Nucleinsaure-Sonden die Empfindlichkeit der Analyse verbessert 
werden. Dies gilt insbesondere, wenn durch die Einfuhrung von Alkylphos- 
phonatgruppen an den nicht randomisierten Positionen (vgi. unten) anson- 
10 sten Ladungsneutralitat hergestellt wird. Durch das mit dem Charge Tagging 
zwangslaufig verbundene Massen Tagging wird zusatzlich die Analyse der 
Fragmente aus der Spaltung an den Phosphorothioatgruppen erleichtert. 
Phosphoroselenoate konnen ebenfalls eingesetzt werden, um eine bevor- 
zugte Spaltung an bestimmten Positionen zu erhalten. 

15 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemafien 
Verfahrens sind die Sonden modifizierte Nucleinsauremolekule. 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform handelt es sich bei diesen 
20 modifizierten Nucleinsauremoiekulen um PNAs, alkylierte Phosphorothioat- 
nucleinsauren oder Alkyiphosphonatnucieinsauren. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform werden die Sonden des er- 
findungsgemafSen Verfahrens durch kombinatorische Festphasensynthese 

25 hergestellt- Das erfolgt uber z.B. uber die ubliche Boc-Festphasensynthese, 
die auch zur Synthese von PNA-Reinsubstanzen kommerziell angewandt 
wird. Dabei werden in ausgewahlten Positionen innerhalb einer sonst fest- 
gelegten Sequenz der Sonden-PNA atle vier, oder mehr als eine der Basen 
Adenin, Guanin, Cytosin oder Thymin, nebeneinander eingebaut. Dies erfolgt 

30 durch den Einsatz nicht nur eines, sondern mehrerer Synthesebausteine in 
einem Schritt in der Festphasensynthese. Durch Variationen in mehreren sol- 
chen Positionen entsteht eine PNA-Bibliothek. Im Anschluli an die PNA- 
Synthese kann ein charge tagging an der freien terminalen Aminofunktion 
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durchgefuhrt werden. Dies verbessert den dynamischen Bereich der PNA- 
Anatyse mittels MALDI. 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform werden deshalb bej der 
5 Festphasensynthese die unterschiedlichen Basenbausteine derart markiert, 
dafi ihre Massen bzw. die Massen der aus ihnen synthetisierten Sonden im 
Massenspektrometer unterscheidbar sind. Diese Markierung wird so bewerk- 
stelligt, dal3 zur Base korrespondierend am Ruckrat eine unterschiediiche 
Massenmodifikation eingefuhrt wird (Figur 7). Auf diese Art und Weise er- 
10 haiten die synthetisierten Sonden Massen, die spezifisch fur ihre Sequenzen 
sind. Binden nun Sonden an eine auf dem MALDI-Target immobiiisierte Ziel- 
DNA, so eriauben die im MALDI-Experiment zuganglichen Masseninformatio- 
nen eindeutige Ruckschiusse auf die Sequenzen der jeweiis hybridisierten 
PNA-Sonden. 

15 

In einer weiteren besonders bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungs- 
gemaQen Verfahrens werden die Basenbausteine mit einer Methyl-, Ethyl-, 
Propyl-, eine verzweigte Oder unverzweigte Alkyh eine halogensubstituierte 
verzweigte oder unverzweigte Alkyl- Alkoxyalkyl- Alkylaryh Arylalkyl-, Al- 

20 koxyaryl- oder Aryloxyalkyl-Gruppe oder mit einer von deren deuterierten 
oder sonstigen isotopen Varianten markiert. Da bei Verwendung nicht mas- 
senmodifizierter Bausteine die Molekulmasse allenfalls Ruckschiusse auf die 
Basenzusammensetzung, nicht aber auf die Sequenz erlaubt, werden mas- 
sengelabelte Bausteine (d.h. am Ruckgrat substituierte PNA Monomere) ver- 

25 wendet, die fur jede randomisierte Position innerhalb der PNA-Bibliothek cha- 
rakteristisch sind. Da auf diese Weise der Synthesebaustein einer bestimm- 
ten Base in der Position x eine andere Masse hat als in der Position y, wer- 
den auch unterschiediiche Sequenzen bei gleicher Bruttozusammensetzung 
der Basen uber die Molekulmasse unterscheidbar. Die jeweiligen Substitu- 

30 enten werden durch numerische Rechnung so ausgewahlt, daft jeder denkba- 
ren Sequenz aufgrund der beschriebenen Art der Bibliothekssynthese eine 
festgelegte Masse eineindeutig entsprtcht. 
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Die Synthese von Nucleinsaure-Sonden-Bibliotheken erfoigt am Synthesizer, 
indem an den zu randomisierenden Positionen Gemische verschiedener 
Nucleosidderivate (in der Regel Phosphoramidite) eingesetzt werden. Die 
sich daraus ergebenden Bibliotheken konnen ebenfalls als Sonden im oben 
5 beschriebenen Verfahren eingesetzt werden. Zur Unterscheidung der ver- 
schiedenen Sequenzen innerhalb der Bibiiothek soil ein gezieiter Bindungs- 
bruch z.B. an festgelegten Phosphodiesterbindungen durchgefuhrt werden, 
die sich auf einer festgelegten Seite der randomisierten Positionen befinden. 

10 In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemaflen 
Verfahrens sind somit die Sonden mit mindestens einer Modifikation in einer 
definierten Position von randomisierten Nucleotiden entfernt versehen, die 
eine Spaltung der Sonde eriauben. 

15 In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform handelt es sich bei dieser 
Modifikation urn die Einfuhrung einer Phosphorothioatgruppe und/oder einer 
RNA-Base und/oder einer Phosphotriesterbindung. 

Enthalt eine Sonde drei randomisierte Positionen, so sind mindestens zwei 
20 solcher Bindungsbruche erforderlich (Figur 10). Es ergeben sich dann drei 
Fragmente, die jeweils eine randomisierte Position enthalten und damit auf- 
grund der sonst bekannten Zusammensetzung uber ihre Masse unmittelbar 
auf die variable Base schlieBen iassen. Die Spaitung an den beschriebenen 
Bindungen kann unvoilstandig erfolgen. Dies eriaubt die Einbeziehung gro- 
25 fierer Fragmente, um die Sequenzinformation abzusichern oder bei Mehr- 
deutigkeiten zu konkretisieren. Der spezifische Bindungsbruch an den ran- 
domisierten Positionen wird durchgefuhrt, indem bereits bei der Synthese der 
Bibiiothek dort Phosphorothioatgruppen eingefuhrt werden. Diese konnen mit 
Hydroxyalkyihalogeniden zuerst hydroxyalkyliert und dann unter basischen 
30 Bedingungen selektiv gespalten werden. Alternativ konnen Proben so aufge- 
baut werden, daft neben einer randomisierten Position Uracil eingebaut wird. 
Mittels Uracil-DNA Glycosylase und nachfolgender alkalischer Behandlung 
kann das Ruckgrat dann an dieser Stelle gebrochen werden. 
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Die Matrix wird ublicherweise so gewahit, da£ sie bei der gewahlten Laser- 
wellenlange einen hohen Extinktionskoeffizienten sowie eine gute Unterstut- 
zung der Ladungsbildung aufweist. In einer weiteren bevorzugten Ausfuh- 
5 rungsform des erfindungsgemaften Verfahrens besteht die Matrix, die die 
Desorption der Sonden durch den Laserstrahl unterstutzt, aus einer Lbsung 
aus oc-Cyano-4-hydroxyzimtsaure in Aceton im Verhaitnis 1:9 bis 9:1 ( vor- 
zugsweise im Verhaitnis 1:1, oder einem Gemisch aus a-Cyano-4- 
hydroxyzimtsauremethylester und a-Cyano-4-methoxyzimtsaure oder Sina- 
10 pinsaure oder deren Methylderivate im Verhaitnis 1:9 bis 9:1, vorzugsweise 
im Verhaitnis 1:1. 

In einer anderen bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemaften 
Verfahrens besteht die Matrix aus a-Cyano-4-hydroxyzimtsaure oder einem 

15 Gemisch aus a-Cyano-4-hydroxyzimtsauremethylester und a-Cyano-4- 
methoxyzimtsaure oder a-Cyano-4-hydroxyzimtsaure oder Sinapinsaure oder 
deren Methylderivate im Verhaitnis 1:99 bis 99: 1 ( vorzugsweise im Verhaitnis 
1:1, die als Losung in Aceton, Isopropanoi, Acetonitril, Ethanol, Methanol 
oder Wasser oder in einem Gemisch aus zweien oder mehreren dieser L6- 

20 sungsmittel auf den MALDI-Probentrager aufgebracht wird. 



Das oben beschriebene Prinzip des Massentaggings fur bestimmte Bausteine 
in festgelegten Positionen kann fur verschtedene Teilbibiiotheken angewen- 
25 det werden, die dann wiederum zu einer grofteren Bibliothek vereinigt werden 
konnen. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform werden deshalb die Sonden 
als Teilbibiiotheken hergestellt, die mit unterschiedlichen Massen- und/oder 
30 Ladungs-Tags versehen sind. Urn von einer bestimmten anaiysierten Masse 
auf eine bestimmte Teilbibliothek ruckschiiefien zu konnen, mussen auch 
diese Teilbibiiotheken in ihrer Synthese massengelabelt werden. Dies erfolgt 
zweckmaf3.ig uber naturliche Aminosauren, die sich ieicht in einer Festpha- 
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sensynthese an die PNA Bibliothek binden lassen. Durch das Massenlabeln 
verschiedener Teilbibiiotheken la&t sich der Massenbereich, der fur die Ana- 
lyse der Gesamtbibliothek zur Verfugung steht, betrachtlich aufweiten. 

5 Weiterhin betrifft die voriiegende Erfindung einen Kit, der die Sonden 
und/oder einen Probentrager, gegebenenfails mit den gebundenen Nuciein- 
sauremoiekulen, enthalt. Der Proteintrager ist, wie vorstehend dargelegt, 
oberflachenvorbehandeit und erlaubt so die Bindung der Nucieinsauren. Vor- 
zugsweise erfoigt die Vorbehandlung auf chemischem Wege. 

10 

In dieser Anmeldung ist eine Anzahl von Publikationen genannt, die hiermit 
per Referenz in die Anmeldung inkorporiert sind. 

Die Figuren zeigen; 

15 

Fiqur 1 

Schema des Fingerprintings mit massenspektrometrischer Abtastung, 
1 ) Kombinatorisch hergestellte Bibliothek von massenunterscheidbaren Son- 
den. 2) Die Bibliothek wird an eine Ziel-DNA, die auf einem MALDI target im- 
20 mobilisiert ist, hybridisiert Nur Sonden mit komplementaren Sequenzen zu 
Sequenzen in der Ziel-DNA setzen sich an der Ziel-DNA fest. Nach intensi- 
vern \A/aschen wird eine MALDI-Matrix aufgebracht. 3) Mi; einer Massenana- 
lyse werden die hybridisierten Sonden identifiziert. 

25 Fiqur 2 

Schematische Darstellung der Beschichtung eines MALDI-Targets und Im- 
mobilisierung eines Arrays von Ziel-DNAs. Der bifunktionale Linker wird bei 
nicht kovalenter Immobiiisierung weggeiassen. 

30 Fiqur 3 

N-terminales Massen/charge Tagging. 

Am 5' einer Nucieinsaure Oder einer modifizierten Version einer Nucleinsaure 
Oder am N-terminalen Ende einer PNA kann em charge tag eingefuhrt wer- 
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den. Das charge tag tragt eine N-Hydroxy-succinimidester Funktion und eine 
quarternare Ammoniumgruppe. Diese zwei Funktionalisierungen sind durch 
eine Gruppe R 1 getrennt. R 1 dient der Massenvariation der charge tags (die 
Kopplung der charge tags wird bei leicht basischem pH (8.5) in waSriger L6- 
5 sung auf Eis durchgefuhrt. Die Reaktion lauft in 30 Minuten vollstandig ab). 

Fiqur 4 

1:1 Mischung von unmodifizierter PNA und charge tag PNA. 
Eine charge tag und unmodifizierte PNA sind in einem 1:1 Gemisch mit einer 
10 a-Cyano-4-hydroxyzimtsauremethylester Matrix analysiert worden. Die unter- 
schiedliche Empfindlichkeit ist offensichtlich. Die um eine Base verkurzte, ge- 
chargetagte Fehlersequenz (1983 Da) ergibt ein wesenttich starkeres Signal 
als die unmodifizierte Sequenz (2074 Da), 

15 Fiqur 5 

Massenverteilung einer 10-mer PNA Bibliothek. 

Zwei Positionen in der Sequenz sind mit degenerierten Basen (TCGA) syn- 
thetisiert. Die Sequenz ist NTTGTTTTCN. Dadurch ergeben sich 9 massen- 
unterscheidbare PNAs. In der PNA Bibliothek ist CC = 2810 Da, CT = TC = 

20 2825 Da, CA = AC = 2834 Da, TT = 2840 Da, TA = AT = 2849 Da nicht un- 
terscheidbar von CG = GC = 2850 Da, AA = 2858 Da, TG = GT = 2865 Da, 
AG - GA = 2874 Da und GG = 2890 Da. Durchwegs wird isotope Auflosung 
beobachtet. Die ganze PNA Bibliothek ist in einer Eintopfreaktion mit einem 
charge tag versehen worden. Die MALD! Analyse wurde in einem 1:1 Matrix- 

25 gemisch von a-Cyano-4-methoxyzimtsaure und a-Cyano-4- 
hydroxyzimtsauremethylester durchgefuhrt. 

Fiqur 6 

Massen/charge tagging. 
30 Eine 10-mer PNA Bibliothek mit 2 degeneriert synthetisierten Positionen sind 
mit einem Massen/charge tag gelabelt worden. Die Sequenz ist 
NTTGTTTTCN. Gezeigt ist ein Gemisch von Ausgangsmateriai und gelabei- 
ter PNA Bibliothek in einer a-Cyano-4-hydroxyzimtsaure Matrix. Der Vorteil 
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des Anbringens eines Fixladungstragers an die Bibiiothek ist offensichtlich. 
Die Signate von der charge getagten Bibiiothek sind bei gleicher Konzentrati- 
on detektierbar, wahrend die unmodifizierte PNAs nicht zu detektieren sind. 
Die um eine Base verkurzte Fehiersequenz ist zu erkennen. 

5 

Fiqur 7 

Prinzip der Synthese von PNA-Bibliotheken unter Verwendung parallel 
durchgefuhrter massengelabelter Synthesen sowie massengelabelten Bau- 
steinen L(randomisierte Position). In den randomisierten Positionen werden 
10 verschiedene Basen mit jeweiis verschiedenen Substituenten am PNA- 
Ruckgrat (als Massentags) verwendet. Die Masse des jeweiligen PNA- 
Molekuls ist eindeutig dessen Sequenz zugeordnet. 



Figur 8 

15 Berechnetes MALDI-Massenspektrum einer PNA-Bibliothek. 

Zwei verschiedene Festphasensynthesen (eine davon massengelabelt) mit je 
32 verschiedenen Sequenzen ergeben 64 verschiedene Massenpeaks, von 
denen jeder zu einer spezifische Sequenz aus einer PNA-Bibliothek mit 3 va- 
riablen Positionen mit vier Basen (jeweiis A, C, G und T eingesetzt) zugeord- 

20 net ist. Der Rechnung liegen die in Tabelie 1 aufgefuhrten Substituenten zu- 
grunde. Fur die Berechung wurde das Computerprogramm MASP (© Dr. 
Christoph Steinbeck) verwendet. 

Fiqur 9 

25 Mogtiche PNA-Synthesebausteine fur die kombinatorische Boc- 
Festphasensynthese, wie sie auch fur die Synthese massenunterscheidbarer 
PNA-Bibliotheken verwendet werden. Es sind die in Tabelie 1 aufgefuhrten 
massengelabelten Bausteine dargestelit. 



30 Fiqur 10 

Sequenzanaiyse von Sonden durch spezifische Bindungsbruche. 

Die verschiedenen Sequenzen einer Bibiiothek von DNA-Sonden konnen 

massenspektrometrisch auch durch spezifische Bindungbruche an den ran- 
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domisierten Positionen (N = A, G t C Oder T) identifiziert werden. Bereits wah- 
rend der Festphasensynthese wird an diesen Positionen eine Phospho- 
rothioatfunktion eingefuhrt, an der die DNA spezifisch gespalten werden kann 
(z.B, mit lodoethanol). Dies ist schematised ohne Berucksichtigung der ge- 
5 nauen chemischen Beschaffenheit der Fragmente, dargestellt. Die Masse der 
Fragmente erlaubt, da die Sequenz zum groften Teii bekannt ist, die eindeu- 
tige Bestimmung der Gesamtsequenz, ohne daft eine vollstandige Sequen- 
zierung erfolgen muftte. Der Substituent R1 bezeichnet eine beliebige weite- 
re DNA-Sequenz, R2 eine weitere beliebige Sequenz oder -H. R3 bezeichnet 
10 -OH (Phosphodiester) oder Alkyl- (Alkyiphosphonat). 

Fiqur 1 1 

"Charge tagged" PNA Sonden Gemisch CCXCAGCC (X= A, G, C, T) hy- 
bridisiert an eine Ziel-DNA immobilisiert auf Eupergit, CCCCAGCC ist die 
15 komplementare Sequenz. Das untere Spektrum zeigt das Ausgangsgemisch, 
das obere Spektrum eine deutlich bevorzugte Hybridisierung der komple- 
mentaren CCCCAGCC Sequenz. 

Fiqur 12 

20 Zur auf dem MALDI-Probentrager immobilisierten Ziel-DNA komplementare 
"charge tagged" CCTCAGCC, detektiert nach Aufbringen der 4-Hydroxy-a- 
cyanozimtsaure-Matrix ohne Bewegung des Probentragers wahrend der 
Messung. 

25 Die Beispieie erlautern die Erfindung. 

Beispiel 1: Darstellung des gesamten erfindungsgemafJen Verfahrens 
Ein MALDI Target wird mit einer Substanz beschichtet, die eine Immobilisie- 
rung eines chemisch modifizierten PCR Produktes erlaubt (z.B. eine NH 2 
30 funktionalisierte Oberflache). Ein Array von Ziel-DNAs wird auf diese Ober- 
flache ubertragen und gebunden. Das Array wird mit einer Bibliothek von 
Sonden, die in beschriebener Weise hergestellt wurde, hybridisiert. Komple- 
mentare Bestandteile der Sondenbibliothek binden an die entsprechenden 
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Ziel-DNAs. Anschlieftend wird grundlich gewaschen, um nicht gebundene 
Sonden zu entfernen. Die Matrix wird aufgebracht und das MALDI Target ins 
Massenspektrometer ubertragen. Jeder Punkt, wo sich eine Ziel-DNA befin- 
det wird mit dem Laser angesteuert und eine Massenanalyse der Sonden, die 
5 sich an diese Ziel-DNA gebunden haben, durchgefuhrt. 

Beispiel 2: Analyse einer mit Charge Tags versehenen PNA-Bibliothek 

Eine Bibliothek von PNAs wird in einer Synthese, wie sie hier beschrieben ist, 

mit Charge Tags versehen. Die Bibliothek von PNAs wird in 50 % Acetonitril 

10 gelost und verdunnt. Die MALDI Matrix (in diesem Fall eine 1:1 Mischung von 
a-Cyano-4-methoxyzimtsaure und a-Cyano-4-hydroxyzimtsauremethyiester in 
Aceton) wird auf das MALDI Target gegeben. Das Lbsungsmittel verdunstet 
unmittelbar. Danach wird 0.5 ml der CT-PNA Losung auf auf die getrocknete 
Matrix gegeben. Nach dem Verdunsten dieses Lbsungsmittels wird das 

15 MALDI Target ins Massenspektrometer uberfuhrt und die Sonde analysiert. 
Das Resultat ist in Figur 5 gezeigt 

Beispiel 3: Analyse eines Arrays von Ziel-DNAs durch CT-PNAs 

Eine Bibliothek von CT-PNAs, die auf die beschriebene Weise kombinato- 

20 risch hergestellt wurde, wird an ein Array von Ziel-DNAs, das auf einem 
MALDI Target immobiiisiert ist, hybridisiert. Diejenigen Sonden, die eine 
komplementare Sequenz in einer Ziel-DNA finden, werden gebunden, Da- 
nach wird das MALDI Target gewaschen, um alle ubrigen Bestandteile der 
Bibliothek zu entfernen. Die Matrix wird auf das MALDI Target gegeben und 

25 das Target zur Analyse ins Massenspektrometer uberfuhrt (Figur 1). Eine un- 
bekannte Ziel-DNA wird durch die hybridisierten Sonden charakterisiert. Ahn- 
lichkeiten zwischen verschiedenen Ziel-DNAs zeichnen sich dadurch aus, 
daft die gleichen Sonden an sie binden. 

30 Beispiel 4: Analyse eines Arrays von Ziel-DNAs durch Sonden 

Sonden werden individuell hergestellt und anschlieflend zu einer Bibliothek 
vereinigt. Wesentlich ist, daft keine Masse von zwei verschiedenen Sonden 
beiegt wird. Diese Bibliothek von Sonden wird zur Hybridisierung an em Array 
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von immobiiisierten Ziel-DNAs verwendet. Die nicht gebundenen Sonden 
werden abgewaschen. Die Matrix wird aufgetragen und die gebundenen 
Sonden im Massenspektrometer analysieri 

5 Beispiel 5: Hersteliung von Teilbibliotheken und MALDi-Analyse 

Ein bevorzugtes Beispiel fur eine PNA-Bibliothek mit eindeutiger Beziehung 
der Masse zur Sequenz zeigen Figur 8 und Tabelle 1 . In einer sonst beliebi- 
gen PNA solien drei Positionen in der kombinatorischen Festphasensynthese 
variiert werden. Dies entspricht bei 4 verschiedenen Basen 64 moglichen 

10 Verbindungen. Im vorliegenden Beispiel werden zwei getrennte Synthesen 
mit den in Tabelle 1 gegebenen Bausteinen durchgefuhrt. Synthese 2 wird 
zusatzlich durch das Anbringen von zwei Vaiin-Einheiten massengelabelt. 
Jede Teilsynthese iiefert 32 Verbindungen, die aile uber ihre Masse unter- 
scheidbar sind. Beide Teilbibliotheken konnen nun zur Bibliothek mit 64 ver- 

15 schiedenen Sequenzen mit jeweils spezifischer Masse vereinigt werden. 
Das berechnete MALDI-Massenspektrum fur diese Bibliothek zeigt Figur 8. 
Die 64 Peaks uberlappen nicht, jeder entspricht einer spezifischen Sequenz 
aus einer PNA-Bibliothek mit drei randomisierten Basenpositionen (\e 4 Ba- 
sen). 

20 

Beispiel 6: Behandlung der Oberflache des MALDI-Probentragers 
In einer bevorzugten Variante des Verfahrens wird die Oberflache des 
MALDI-Probentragers zunachst mit Silikat beschichtet und anschiiefiend 
mittels Silanisierung Epoxy-funktionalisiert. Alternativ kann auch ein Epoxy- 

25 funktionalisiertes Acryipoiymer auf die Metalloberflache aufgebracht werden. 
Die Ziel-DNA wird uber die Epoxyfunktionen kovalent an die Oberflache ge- 
bunden. In einer besonders bevorzugten Variante wird die zu immobilisieren- 
de DNA zuvor mit einer pimaren Aminofunktion versehen. Die nicht umge- 
setzten Expoxyfunktionen werden nachfolgend mit einem Uberschufi eines 

30 Amins desaktiviert und das Verfahren nachfolgend entsprechend Beispiel 4 
weitergefuhrt. 
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Beispiei 7: Aufbau einer Sondenbibiiothek mit 448 Scnden. 

7 Synthesen werden nach der im letzten Beispiei beschriebenen Methode 

durchgefuhrt und anschlieftend die Massen/charge tags gekoppelt. 



10 



1. 64 Sonden: charge 

2. 64 Sonden: charge 

3. 64 Sonden: charge 

4. 64 Sonden: charge 

5. 64 Sonden: charge 

6. 64 Sonden: charge 

7. 64 Sonden: charge 



tag-TCP 1 GAP 2 GAP 3 G 
tag+200 Da mass tag- TCPiAGP 2 GAP 3 G 
tag+400 Da mass tag- TCPiAGP 2 AGP 3 G 
tag+600 Da mass tag- TCPiAAP 2 AGP 3 G 
tag+800 Da mass tag- TCPiAAP 2 GAP 3 G 
tag+1000 Da mass tag- TCP 1 GAP 2 GAP 3 G 
tag+1200 Da mass tag- TCPiGAP 2 AGP 3 G 



Massenbereich 
2600-2800 Da 
2800-3000 Da 
3000-3200 Da 
3200-3400 Da 
3400-3600 Da 
3600-3800 Da 
3800-4000 Da 



In der vorgenannten Synthese-Serie stellt die sechste Synthese eine interne 
15 KontroIIe dar. Alternativ kann auch foigende Synthese durchgefuhrt werden: 
6. 64 Sonden: charge tag+ 1000 Da mass tag*TCPiGGP 2 GAP 3 G 3600-3800 Da. 



Beispiei 8: Kovalente Immobilisierung einer Ziel-DNA auf einer Metalloberfla- 
che. 

20 1. Beschichtung der Metalloberfiache mit Silikat und Silanen: 
Variante A: 

50 mg Natriumtrisiiikat (Aldrich) werden in 600 \xL Wasser unter Erwarmen 
und Mischen geldst und tropfenweise mit 100 |aL Methanol versetzt. Die L6- 
sung darf sich beim Stehenlassen innerhalb von 15 min nicht truben. Auf die 

25 vorgereinigte Platte wird eine gleichmaftige Schicht dieser Losung mit einem 
weichen Tuch aufgetragen und bei Raumtemperatur getrocknet. Die Platte 
wird 15 min bei 50°C weiter getrocknet und in Methanol gewaschea Dann 
wird nochmals 15 min auf 50°C erwarmt und unpolymerisiertes Silikat mit 
Wasser abgewaschen. Die "verglaste" Metallplatte wird 20 min mit einer Lb- 

30 sung von 3-(Aminopropyt)-triethoxysilan (2% in Aceton:Wasser / 95:5) be- 
handelt t mit Methanol gewaschen und bei 50°C getrocknet. 
Variante B: (bevorzugte Variante) 

Der Silikattosung wie unter A) beschrieben werden 5% 3-(Aminopropyl)- 
triethoxysiian zugesetzt und mit einem weichen Tuch eine gieichmaBige 
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Schicht auf die Metallplatte aufgebracht. Nach dem Trocknen bei Raumtem- 
peratur wird die Oberflache fur 30 s den Dampfen konz. Salzsaure ausge- 
setzt, worauf sie sich miichig trubt. Die Platte wird 15 min bei 50°C getrock- 
net, mit Methanol und Wasser gewaschen und nachfolgend erneut getrock- 
5 net, 

Variante C; 

Die vorgereinigte Metallplatte wird in einer Losung von 3-(Aminopropyi)- 
triethoxysilan (2% in Aceton:Wasser / 95:5) 30 min silanisiert. Die Platte wird 
getrocknet, mit Methanol gewaschen, auf 50°C 15 min erwarmt und mit Was- 
10 ser gewaschen. 
Variante D; 

Analog zu den Varianten A, B und C ist die Funktionaiisierung mit Thiolen 
durch Verwendung von 3-(Mercaptopropyi)-triethoxysilan mbglich. 



15 2. Vorbehandlung eines metallischen Tragers mit Epoxysilanen: 

Ein metallischer Probentrager wird wie oben beschrieben mit Siiikat be- 
schichtet. Die Oberflache wird mehrfach mit bidestilliertem Wasser gewa- 
schen. Der getrocknete Probentrager wird mit einem 1:1-Gemisch aus 3- 
Glycidyioxypropyl-trimethoxysilan und Trimethoxy[2-(7-oxabicyclo[4.1 ,0]hept- 

20 3-yl)ethyl]silan (0.5(j|ymm 2 ) beschichtet und auf der Heizplatte 40 min. inku- 
biert Die Plates werden grundlich mit Aceton gewaschen, 15 min. bei 55 °C 
getrocknet und um Vakuum aufbewahrt. 

3. Funktionaiisierung von DNA mit einem Linker: 
25 Variante A: 

Mit einer Phosphorothioat-Brucke synthetisierte DNA wird mit einem Ober- 
schuft SIAB (4-(lodacetamido)-benzoesaure N-hydroxysuccinimidylester, 
Pierce Chemical, Rockford, IL, USA) in DMF funktionalisiert. Das Losemittel 
wird im Vakuum abgedampft, der getbliche Ruckstand mehrfach mit Essig- 
30 saureethyiester gewaschen und anschliefiend getrocknet. Unter diesen Be- 
dingungen reagiert ausschiiedlich die lodacetamido-Funktion. Der N- 
Hydroxy-succintmidester bleibt fur die Weiterreaktion mit Aminofunktionen im 
Zuge der Immobilisierung erhaiten. 
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Variante B: 

Das aminofunktionaiisierte Oligonucleotid wird mit etnem Oberschufl SIAB in 
wasserfreiem DMSO bei Raurntemperatur umgesetzt. Die Aufreinigung erfoigt 
wie unter A). Unter diesen Bedingungen reagiert SIAB zu ca. 50% mit seiner 
5 lodoacetamido- und zu ca. 50% mit N-Hydroxy-succinimidester Funktion. Die 
Immobiiisierung kann dann umgekehrt an einer entsprechend 1.D behandel- 
ten Metallplatte erfolgen. 
Variante C; 

Die Varianten A) und B) kdnnen auch analog mit Halogenalkylcarbonsaure- 
0 NHS-Estern durchgefuhrt werden, Es sind jedoch langere Reaktionszeiten 
und erhohte Temperaturen erforderiich. 

4. Bindung von DNA an vorbehandelte Metallplatten: 
Variante A: 

5 Die funktionalisierte DNA wird in einer gesattigten Losung von Natriumacetat 
in wasserfreiem DMSO gefost und auf die beschichtete Metallplatte aufge- 
bracht. Nach 30 min Reaktionszeit wird das verbliebene Losemittel entfernt 
und die Metallplatte zuerst mit 1 M Ammoniumchloridlosung und dann mit bi- 
destilliertem Wasser derart gewaschen, daft eine gegenseitige Kontamination 

0 der benachbarten Spots vermieden wird. Dieser Vorgang wird dreimal wie- 
derholt Dann wird mit viel bidestilliertem Wasser nachgespuit und die Me- 
tallplatte bis zur anschlieftenden Hybridisierung im Vakuum aufbewahrt 
Variante B: 

Analog zu A) ist auch die nicht kovalente Immobiiisierung mit unmodifizierter 
5 DNA mdglich. In diesem Fall wird im Waschprozefi auf die 1 M Ammonium- 
chloridlosung verzichtet. 
Variante C: 

Die Immobiiisierung von Ziel-DNA auf MALDI-Targets kann auch folgender- 
malien durchgefuhrt werden. Die Amino-funktionalisierte DNA (1 ,5 nmol) wird 
0 in Immobilisierungspuffer (1M K 2 HP0 4 /KH 2 PO4 pH 7,5) aufgenommen. Die 
durch Silanisierung funkttonalisierten Oberflachen werden mit dieser Losung 
uberschichtet und 16-20 h bei Raurntemperatur stehengelassen. Die Plates 
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werden anschliefiend mehrfach mit dem Hybridisationspuffer gewaschen und 

getrccknet. 

Variante D: 

Die Immobilisierung von Ziel-DNA an einer Epoxyfunktionalisierten Festpha- 
5 se kann wie folgt durchgefuhrt werden. 10 mg Support (Eupergit C250 L, 
Rohm Pharma Polymere) werden in 1 ml immobilisierungspuffer (1M 
K2HPO4/KH2PO4 H 7,5) suspendiert, 1,5 nmol der zu immobilisierenden Ziel- 
DNA werden zugesetzt und 24 h bei Raumtemperature unter sanftem Schut- 
tein inkubiert. Der Oberstand wird abgenommen und die nicht umgesetzten 
10 Epoxyfunktionen durch Behandlung mit 1 M Glycinlosung bei Raumtermpe- 
ratur 24 h desaktiviert. Der Oberstand wird abgenommen, der Support mehr- 
fach gewaschen. Die immobiiisierte DNA kann so bei -20 °C uber langere 
Zeit aufbewahrt werden. 

15 5. Hybridisierung und Probenaufbereitung: 

Die Hybridisierung an die immobiiisierte Ziel-DNA mit PNA-Sonden (Oder 
Nucleinsaure-Sonden) erfolgt in PBS-Puffer bei einer den jeweiiigen Sonden 
angepaftten Temperatur. Das Target wird mehrfach zuerst mit PBS-Puffer, 
dann mit bidestilliertem Wasser nachgewaschea Die Metallplatte wird im Va- 

20 kuum getrocknet und anschiieftend mit der MALDl-Matrix (a-Cyano-4- 
hydroxyzimtsaure, 1% in Aceton; Oder analog der entsprechende Methyiester 
fur das Verfahren mit "charge tagged" PNAs/Nucleinsauren, Oder ais bevor- 
zugte Variante ein 1:1 Gemisch des a-Cyano-4- 
hydroxyzimtsauremethylesters mit a-Cyano-4-methoxyzimtsaure fur die 

25 "charge tagged" PNAs) getrennt fur jeden Spot beschichtet. Alternativ kann 
auch eine flachige Beschichtung mit einem Matrix-Spray durchgefuhrt wer- 
den. Durch den schnellen Trocknungsprozefi wird eine Diffusion innerhalb 
des Arrays vermieden. 

30 5. Bevorzugte Variante 

In der bevorzugten Variante erfolgt die Bindung einer mit einer Phospho- 
rothioat-Brucke synthetisierten und mit SIAB nach 2. A funktionalisierten DNA 
an eine nach 1 .B hergesteilten Oberfiache auf einer Metallplatte durch Reak- 
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tion in wasserfreiem DMSO bei Raumtemperatur (30 min). Nach der Hybridi- 
sierung mit der charge getaggten Sonden-PNA/DNA wird das MALDl-Target 
mit bidestilliertem Wasser gewaschen, getrocknet und flachig getrennt fur je- 
den Spot mit einem Gemisch aus a-Cyano-4-hydroxyzimtsauremethylester 
5 und cc-Cyano-4-methoxyzimtsaure (wie unter 4.) beschichtet. 

6, Proteinbeschichtung: 

Eine weitere Variante besteht darin die Metalloberflache das MALDI Targets 
mit Protein zu beschichten. Gene32, ein Protein das sequenzunspezifisch 

10 einzelstrangige DNA bindet, ist dazu geeignet Nach der Beschichtung des 
Targets mit diesem Protein kann ein Array von Ziel-DNAs daraufgelegt wer- 
den. Wenn das Array der Ziel-DNAs aus cDN A besteht, sind diese in der 
PGR mit oligo-dT (z.B. dTTTTTTTTTTTTT) geprimt worden. Oligo-dT wech- 
seiwirkt stark mit Gene32. Die kovalente Bindung des oligo-dT zum gene32 

15 kann durch ein Photocrosstinking mit kurzem UV-Licht erreicht werden. 36,37 
Nach dieser Immobilisierung auf dem MALDI Target kann eine Bibliothek von 
Sonden in der beschriebenen Art zur Analyse des Arrays von Ziel-DNAs ver- 
wendet werden. Es bieten sich auch sequenzspezifische Protein/DNA- 
Wechselwirkungen an, wie z.B. GCN4/AP1. 

20 

Eine weitere Variante ist eine biotinyiierte Ziel-DNA an ein mit Streptavidin 
beschichtetes magnetic bead zu binden. Diese Ziel-DNA wird mit einer Son- 
denbibiiothek analysiert und anschlieftend die magnetischen Teilchen auf 
das MALDI Target ubertragen, wo die Sonden durch die Matrix und leichtes 
25 Aufheizen auf die Matrix ubertragen werden. 
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Base 


Position 1 


Position 2 


Position 3 


A 


H 


/Pr 


H 


T 


H 


Me 


/PrOCH 2 


C 


H 


H 


/PrOCH 2 * 


G 


H 


/Bu 


H * 



Tabeile 1: An den PNA-Untereinheiten angebrachte Substituenten zur Her- 



stellung einer massengelabelten Bibliothek mit eindeutiger Massen/Sequenz 
Beziehung. * : Zweite Synthese, mit 2 Valin-Einheiten massengelabelt. Die 
5 entsprechenden Synthesebausteine zeigt Fig. 9. 
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Patentanspruche 

1. Verfahren zum Nachweis einer Nucieotidsequenz in einem Nucleinsau- 
remolekul, das die folgenden Schritte umfafit: 
5 (a) Hybridisierung von Nucleinsauremoiekuien mit einem Satz von 

Sonden unterschiediicher Nucleobasensequenzen, wobei jede 
Sonde eine von alien anderen Sonden verschiedene Masse auf- 
weist; 

(b) Abtrennung der nicht hybridisierten Sonden; 
10 (c) Kontaktierung der hybridisierten Sonden mit einer Matrix, welche 

die Desorption der Sonden durch einen Laserstrahi unterstutzt; 
(d) Analyse der hybridisierten und von der Matrix umgebenen Sonden 
auf einem aus elektrisch leitfahigem Material bestehenden Pro- 
bentrager in einem Massenspektrometer; und 
15 (e) Bestimmung der Nucleinsauremolekule, weiche die Sequenz auf- 

weisen, 

wobei die Positionen der Sonden auf dem Probentrager eine Zuordnung 
zu dem damit hybridisierenden Nucleinsauremolekul erlaubt. 

20 2. Verfahren nach Anspruch 1 t wobei die Nucleinsauremolekule vor Oder 
nach Schritt (a) auf die Oberflache eines Tragers ubertragen werden. 

3. Verfahren nach Anspruch 2 t wobei die Oberflache des Tragers die 
Oberflache des aus elektrisch leitfahigem Material bestehenden Pro- 
25 bentragers ist. 



1 



4. Verfahren nach Anspruch 2, wobei vor Schritt (c) der Trager mit den an 
seiner Oberflache aufgebrachten Nucleinsauremoiekuien, die die hybri- 
disierten Sonden tragen, auf den aus leitfahigem Material bestehenden 
30 Probentrager aufgebracht wird. 

®* 5. Verfahren nach Anspruch 2, wobei die hybridisierten Sonden vor dem, 

nach dem Oder durch den Kontakt mit der Matrix in Schritt (c) von den 
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immobilisierten Nucieinsauremolekuien abgelost und auf den aus leitfa- 
higem Material bestehenden Probentrager aufgebracht werden. 

jgj 6. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5 t wobei der Probentrager 

5 eine metallische, eine mit Glas beschichtete oder eine chemisch rnodifi- 

zierte Oberflache aufweist. 



7. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 6, wobei die Imrnobiiisierung 
^ der Nucleinsauremolekule an der Probentrageroberfiache uber eine 

10 NH 2 -, Epoxy- oder SH-Funktion, vermittels der Beschichtung der Pro- 

bentrageroberfiache mit einem Siiikat oder Siian, uber eine Protein- 
Substrat-, Protein-Protein- oder eine Protein-Nucleinsaure-lnteraktion, 
oder uber eine Wechselwirkung zweier hydrophober Komponenten er- 
%i folgt. 

15 

8. Verfahren nach Anspruch 7, wobei die Protein-Substrat-lnteraktion eine 
Biotin-Streptavidinbindung Oder eine Antikdrper-Antigenbindung ist. 

9. Verfahren nach Anspruch 7, wobei die Protein-Nucieinsaureinteraktion 
20 eine Gene32-Nucieinsaurebindung ist. 

10. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 9, wobei die Sonden 
Nucieinsauren sind, die mit einem Massen-Tag versehen sind. 

M 25 11. Verfahren nach Anspruch 10, wobei der Massen-Tag zugleich Ladungs- 

Tag ist. 



30 



12. Verfahren nach Anspruch 10, wobei die Nucieinsauren zusatzlich mit 
einem Ladungs-Tag versehen sind. 

13. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 12, wobei die Sonden modi- 
fizierte Nucleinsauremolekule sind. 
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14. Verfahren nach Anspruch 13, wobei die modifizierten Nucleinsauremo- 
iekule PNAs, alkylierte Phosphorothioatnucleinsauren Oder Alkylphos- 
phonatnucleinsauren sind. 

5 15. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 14, wobei die Sonden durch 
kombinatorische Festphasen-Synthese hergestellt werden. 

16. Verfahren nach Anspruch 15, wobei unterschiedliche Basenbausteine 
derart markiert sind, daft die aus ihnen synthetisierten Sonden jeweils 

10 uber ihre Massen im Massenspektrometer unterscheidbar sind. 

17. Verfahren nach Anspruch 16, wobei die Markierung eine Methyl-, Ethyl-, 
Propyl-, eine verzweigte Oder unverzweigte Alkyl- eine halogensubsti- 
tuierte verzweigte Oder unverzweigte Alkyl-, AlkoxyalkyI-, Alkyiaryh 

15 Arylalkyl- t Alkoxyaryl- Oder Aryloxyalkylgruppe 1st, oder eine von deren 

deuterierten oder sonstigen isotopen Varianten.. 

18. Verfahren nach einem der Anspruche 14 bis 17, wobei die Sonden mit 
mindestens einer Modifikation in einer definierten Position von randomi- 

20 sierten Nucleotiden entfernt versehen sind, die eine Spaltung der Sonde 

eriaubt. 

19. Verfahren nach Anspruch 18, wobei die Modifikation die Einfuhrung ei- 
ner Phosphorothioatgruppe und/oder einer RNA-Base und/oder einer 

25 Phosphotriesterbindung in die Sonde ist. 

20. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 19, wobei die Matrix eine 
Losung aus a-Cyano-4-hydroxyzimtsaure in Aceton im Verhaitnis 1:9 bis 
9:1, vorzugsweise im Verhaitnis 1:1, oder ein Gemisch aus a-Cyano-4- 

30 hydroxyzimtsauremethylester und a-Cyano-4-methoxyzimtsaure oder 

Sinapinsaure oder deren Methylderivate im Verhaitnis 1:9 bis 9:1, vor- 
zugsweise im Verhaitnis 1:1, ist. 
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21. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 19, wobei die Matrix a- 
Cyano-4-hydroxyzimtsaure oder ein Gemisch aus a-Cyano-4- 
hydroxyzimtsauremethylester und a-Cyano-4-methoxyzimtsaure oder 
cc-Cyano-4-hydroxyzimtsaure oder Sinapinsaure oder deren Methylde- 
5 rivate im Verhaltnis 1:99 bis 99:1, vorzugsweise im Verhaitnis 1:1 ist, 

die als Losung in Aceton, Isopropanol, Acetonitril, Ethanol, Methanol 
oder Wasser Oder in einem Gemisch aus zweien oder mehreren dieser 
Losungsmittel auf den MALDI-Probentrager aufgebracht wird. 



10 22. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 21, wobei die Sonden als 
Teilbibiiotheken hergestelit werden, die mit unterschiedlichen Massen- 
und/oder Ladungs-Tags versehen sind. 



23. Kit enthaltend 

15 (a) einen Satz von Sonden wie definiert in einem der Anspruche 11 

bis 18 und/oder 

(b) einen Probentrager, der vorbehandelt ist und dadurch die Bindung 
eines Arrays von Ziel-DNAs erlaubt und/oder bereits gebundene 
Ziel-DNAs enthalt. 
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1) Massenverteilung der Proben 



PI p2 P3 P4 P5 P6 P7 PS P9 P10 P11PI2 P13 PI4 



2) Hybridisierun 




MALDI Target 



3) Massenverteilung hybridisierte Proben 

po P6 P7 P9 P14 



Fiq. 1 
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Immobilisierung von DNA dirtkt auf dern MALDI-Target (Beispiel) 



gebundene DNA 



bifiintctionaier Linker 

fiinktionalisierte Schicht 
hergestellt aus Silanen 

Glas/S i Iikatbcschichtun 2 
(optional) 




Fig. 2 
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designte PNA-Bibliothek ; 

mit Sequenz-spezifischeri 
Massen 



B - Aden in, Cytosin, Guanin, Thymin oder Purin-oder Pyrimidinderivate oder deren 
Deazaanaloge 

L(n) sind verschiedene Sets von Substituenten , spezifisch ausgewahlt fur jede 
Base , die in jedem Syntheseschritt eingesetzt wird, urn minimierte Peak-tJberlap- 
pungen in der MALDI-MS zu er ha it en 



Fig. 7 
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(57) Zusammenfassung 

Die voriiegende Erfindung betrifft ein Verfahrcn zum Nachweis einer Nucleotidsequenz in emem Nucleinsauremolektil vermittels 
vorbestimmter Sonden unterschiedUchtr Masse durch Matrix-assistierte Laser Desorptions/Ionisations Massenspektromerxie. Vorteilhaftcr- 
wcisc erlaubt das erfindungsgemaSe Verfahren die gleichzeitige Charakterisierung einer Vielzahl unbekannter Nucleinsauremolekule durch 
cincn Satz verschiedener Sonden. Weiterhin betrifft diese Erfindung cinen Kit, der die Sondcn und/oder cinen Probentragcr, gegebenenfalls 
mit daran gebundenen NucleinsauremolekUlen, enthaiL 
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Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 

B 3007 PCT 


WEITERES siehe Mitteiiung uber die Obermittfung des internationalen 

Recherchenberichts (Formbiatt PCT/ISA/220) sowie, soweit 
VORGEHEN zutreffend, nachstehender Punkt 5 


Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP 98/07911 


Internationales Anmeldedatum 
(Tag/Monat/Jahr) 

04/12/1998 


(Fruhestes) Prioritatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 

05/12/1997 


Anmelder 

MAX-PLANCK-GESELLSCHAFT ZUR FORDERUNG DER WISSENSC 



Dieser internationafe Recherchenbericht wurde von der Internationalen Recherchenbehorde erstellt und wird dem Anmelder gemaB 
Artikel 18 ubermittelt. Eine Kopie wird dem Internationalen Buro ubermittelt. 

Dieser Internationale Recherchenbericht umfaBt insgesamt _3 Blatter. 

[Xj Daruber hinaus liegt ihm jeweils eine Kopie der in diesem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bei. 



1. 



Grundlage des Berichts 

a. Hinsichtlich der Sprache ist die internationale Recherche auf der Grundlage der internationalen Anmeldung in der Sprache 
durchgefuhrt worden, in der sie eingereicht wurde, sofern unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

| | Die internationale Recherche ist auf der Grundlage einer bei der Behorde eingereichten Ubersetzung der internationalen 
Anmeldung (Regel 23.1 b)) durchgefuhrt worden. 

b. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die internationale 
Recherche auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das 

| | in der internationalen Anmeldung in Schriflicher Form enthalten ist 

zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 
bei der Beh6rde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 
bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

Die Erklarung, da(3 das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den Offenbarungsgehalt der 
internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

Die Erklarung, daB die in computerlesbarer Form erfaRten Informationen dem schriftlichen Sequenzprotokoll entsprechen, 
wurde vorgelegt. 



2, 
3. 



| | Bestimmte Anspruche haben sich als nicht recherchierbar erwiesen (siehe Feld I). 
| | Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung (siehe Feid II). 

Hinsichtlich der Bezeichnung der Erfindung 

PT| wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
| ] wurde der Wortlaut von der Behorde wie folgt festgesetzt: 



Hinsichtlich der Zusammenfassung 

wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 

wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der in Feld III angegebenen Fassung von der Beh6rde festgesetzt. Der 

| I Anmelder kann der Behorde innerhalb eines Monats nach dem Datum der Absendung dieses internationalen 

Recherchenberichts eine Stellungnahme vorlegen. 

Folgende Abbildung der Zeichnungen ist mit der Zusammenfassung zu veroffentlichen: Abb. Nr. 2 



| | wie vom Anmelder vorgeschlagen Q^j keine der Abb. 

[X] weil der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat. 
\~] weil diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet. 
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A. KLASSIFIZIERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANDES 

IPK 6 C12Q1/68 




Nach der Internationalen Patentklassifikation (IPK) Oder nach der nationalen Klassifikation und der IPK 




B. RECHERCHIERTE GEBIETE 


Recherchterter Mindestprufstoff (Klassifikationssystem und Klassifikationssymbole ) 

IPK 6 C12Q 



Recherchierte aber nicht zum Mindestprufstoff gehbrende Veroffentlichungen, soweit dtese unter die recherchierten Gebiete fallen 



wan rend der internationalen Recherche konsultierte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegriffe) 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie" 


Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 
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PIPET" 






ANALYTICAL CHEMISTRY , 






Bd. 69, Nr. 22, 






15. November 1997 (1997-11-15), Seiten 






4540-4546, XP0OO727173 






ISSN: 0003-2700 






das ganze Dokument 
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Weitere Veroffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



Siehe Anhang Patentfamilie 



* Besondere Kategorien von angegebenen Veroffentlichungen : 

"A" Veroffentlichung, die den allgemeinen Stand der Technik definiert, 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

"E" alteres Dokument, das jedoch erst am Oder nach dem internationalen 
Anmeldedatum veroffentlicht worden ist 

"L" Veroffentlichung, die geeignet ist, einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen 2U iassen, Oder durch die das Veroffentlichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Veroffentlichung belegt werden 
soli oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

"O" Veroffentlichung, die sich auf eine mundliche Offenbarung, 

eine Benutzung, eine Ausstellung Oder andere Maf3nahmen bezieht 
"P" Veroffentlichung, die vor dem internationalen Anmeldedatum, aber nach 
dem beanspruchten Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist 



"T" Spatere Veroffentlichung, die nach dem internationalen Anmeldedatum 
oder dem Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kollidiert, sondern nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips Oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 

"X" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein aufgrund dieser Veroffentlichung nicht als neu oder auf 
erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

"Y" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Veroffentlichung mit einer oder mehreren anderen 
Veroffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann naheliegend ist 

Veroffentlichung, die Mitglied derselben Patentfamilie ist 



Datum des Abschlusses der internationalen Recherche 
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Absendedatum des internationalen Recherchenberichts 

09/09/1999 


Name und Postanschrift der Internationalen Recherchenbehorde 
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Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
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Bevollmachtigter Bediensteter 
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(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts 
B 3007 PCT 


siehe Mitteilung uber die Ubersendung des Internationale n 
WEITERES VORGEHEN vorlaufigen Prufungsbericht {Formblatt PCT/IPEA/41 6) 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP98/07911 


Internationales Anmeldedatum (Tag/Monat'Jahr) 
04/12/1998 


Prioritatsdatum (Tag/Monat'Tag) 
05/12/1997 


Internationale Patentklassification (IPK) oder nationale Klassifikation und IPK 
C12Q1/68 


Anmelder 






MAX-PLANCK-GESELLSCHAFT ZUR FORDERUNG DER WISSENSC 





1 . Dieser international© vorlaufige Prufungsbericht wurde von der mit der Internationale vorlaufigen Prufung beauftragte 
Behorde erstellt und wird dem Anmelder gemaB Artikel 36 ubermittelt. 

2. Dieser BERICHT umfaBt insgesamt 5 Blatter einschlie(3lich dieses Deckblatts. 

□ Aufterdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich um Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen 
und/oder Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser 
Behorde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsrichtlinien zum PCT), 

Diese Anlagen umfassen insgesamt Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 



I 




Grnndiage des Berichts 


II 


□ 


Prioritat 


III 




Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische Tatigkett und gewerbliche Anwendbarkeit 


fV 


□ 


Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 


V 




Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderische Tatigkeit und der 
gewerbliche Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststeflung 


VI 




Bestimmte angefuhrte Unterlagen 


VII 




Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 


VIII 




Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 



Datum der Einreichung des Antrags 
29/06/1999 


Datum der Fertigstellung dieses Berichts 

0 3. & 00 


Name und Postanschrift der mit der internationalen vorlaufigen 
Prufung beauftragten Behorde: 

- Europaisches Patentamt 
XVy D-80298 Miinchen 
22? 1 Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 


Bevollmachtigter Bediensteter s<^7Z>^ 

Diez Schlereth. D U ^ J 

Tel. Nr. +49 89 2399 7488 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/EP98/0791 1 



I. Grundlage des Berichts 

1 . Dieser Bericht wurde erstellt auf der Grundlage (Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt auf eine Aufforderung nach 
Artikel 14 hin vorge/egt wurden, gelten im Rahmen dieses Berichts als "ursprunglich eingereicht" und sind ihm 
nicht beigefugt, weil sie keine Anderungen enthalten.): 

Beschreibung, Seiten: 

1-33 ursprungliche Fassung 

Patentanspriiche, Nr.: 

1-23 ursprungliche Fassung 

Zeichnungen, Blatter: 

1/12-12/12 ursprungliche Fassung 

2. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefaflen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche. Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 

3. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 

angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)): 

4. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 

V. Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tattgkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stiitzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 



Neuheit (N) 


Ja: 


Anspruche 


1-23 




Nein: 


Anspruche 




Erfinderische Tattgkeit (ET) 


Ja: 


Anspruche 


1-23 




Nein: 


Anspruche 




Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) 


Ja: 


Anspruche 


1-23 




Nein: 


Anspruche 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/EP98/0791 1 



2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 

VI. Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

1. Bestimmte veroffentlichte Unterlagen (Regel 70.10) 
und / oder 

2. Nicht-schriftliche Offenbarungen (Regel 70.9) 
siehe Beiblatt 

VII. Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

Es wurde festgestellt, daB die Internationale Anmeldung nach Form oder inhalt foigende Mangel aufweist: 
siehe Beiblatt 

VIII. Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

Zur Ktarheit der Patentanspruche, der Beschreibung und der Zeichnungen oder zu der Frage, ob die Anspruche 
in vollem Umfang durch die Beschreibung gestutzt werden, ist folgendes zu bemerken: 

siehe Beiblatt 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/EP98/0791 1 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



Zu Punkt V. 

1 .) Der Gegenstand der Anspruche 1-22 und 23 scheint im Lichte des bekannten 
Stands der Technik neu und erfinderisch zu sein (Art. 33 (2) und (3) PCT). 

Dokument D1 (T. J. Griffin et al. (1997) Nature BiotechnoL 15, 1368-1372), das als 
nachstliegender Stand der Technik angesehen wird, offenbart ein Verfahren zum 
Nachweis von polymorphische Stellen in DNA mit folgende Schritten: (i) 
Immobilisierung von biotinylierten doppel-strangiger DNA auf einem Streptavidin- 
beschichteten Trager, (ii) Denaturierung der immobilisierten DNAs, (iii) Hybridisierung 
von zwei PNA Sonden mit der Ziel-DNA, wobei eine Sonde die native 
Nucleotidsequenz des Alleles aufweist und die andere ein "one-base mismatch" 
aufweist (beide Sonden sind mit verschiedenen Massen-Tags versehen), (iv) 
Entfernung von nicht-hybridisiertes Material, (v) Analyse der immobilisierten PNA-DNA 
Hybride mittels MALDI-TOF, wobei Proben-spezifisch Massen-Spektren aufgenommen 
werden (Zusammenfassung; S. 1368, I. und r. Sp.; S. 1371, L Sp.; Abb. 1). 

Der Gegenstand des Anspruchs 1 unterscheidet sich davon durch folgenden Effekt: 

DieZuordnung der verschiedenen Proben zu dem dam it hybridisierenden 
Nukleinsauremoiekul, durch die Positionen der Sonden auf dem Probentrager 
durchgefuhrt wird. 

Die mit der vorliegenden Erfindung zu losende Aufgabe kann somit darin gesehen 
werden, eine Alternative zu einem bekannten Verfahren zum Nachweis der 
Nukleotidsequenz in einem Nukleinsauremoiekul zu enwickeln. 

Die in Anspruch 1 (und der davon abhangigen Anspruche 2-22) der vorliegenden 
Anmeldung vorgeschlagene Losung kann aus folgenden Grunden als erfinderisch 
betrachtet werden (Artikel 33 (3) PCT): 

Das Verfahren aus Anspruch 1 ermoglicht auf schnelle und einfache Weise die 
Nucleotidbasensequenz eines unbekannten Ziel-DNA zu bestimmen mittels MALDI- 
TOF Messungen, die direkt am Trager durchgefuhrt werden konnen (Beschreibung, S. 
7, Z. 16-31; S. 8, Z. 16-20, 27-29; S. 9, Z. 8-28). 
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Der Gegenstand des unabhangigen Anspruchs 23 bezieht sich auf ein Kit, der zur 
Durchfuhrung des Verfahrens aus Anspruche 1-22 speziell eingepaBt ist, und ist aus 
analogen Grunden als neu und erfinderisch (Art. 33 (2) und (3) PCT) zu betrachten. 

Zu Punkt VI. 

Bestimmte veroffentlichte Unterlagen (Regel 70.10) 

Prioritatsdatum 

Anmetde Nr. Veroffentlichungsdatum Anmeldedatum (zu Recht beansprucht) 

Patent Nr. (Tag/MonatVahr) (Tag/Monat/Jahr) (Tag/Monat/Jahr) 

WO-A-98/31 830 23.07.98 15.01 .98 1 5.01 .97 

Sollte der beeinspruchte Prioritatstag von 05.12.97 nicht zuerkannt werden konnen, 
ware das im Recherchebericht als "P" zitiertes Dokument "WO-A-98/31 830" fur die 
Einschatzung des erfinderischen Tatigkeits zu berucksichtigen. Dieses Dokument 
offenbart die Anwendung von MALDI-TOF Spektrometrie zum Nachweis und 
Sequenzierung von DNA. Die Sequenzierungsmethode basiert auf die Verwendung von 
Hybridisierungsproben, die mit ein Basensequenz-spezifisch Massen-tag modifiziert 
sind. Daruberhinaus, solte die vorliegende Anmeldung in die regionale Phase 
eintretten, ware das Dokument relevant fur die Beurteilung fur die Frage des Neuheits. 

Zu Punkt VII. 

Im Widerspruch zu den Erfordernissen der Regei 5,1 (a) (ii) PCT werden in der 
Beschreibung weder der in dem Dokument D1 offenbarte einschlagige Stand der 
Technik noch dieses Dokument angegeben. 

Zu Punkt VIII. 

1.) Der Ausdruck "hiermit per Referenz inkorporiert" auf S. 19 hatte gestrichen werden 
sollen (PCT Richtlinien 11-4.18). 
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I. Basis of the report 



1 . This report has been drawn on the basis Of (Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 14 are referred to in this report as "originally filed" and are not annexed to the report since they do not contain amendments.): 



^ the international application as originally filed. 

^ the description, pages *" 33 , as originally filed, 

pages , filed with the demand, 

pages , filed with the letter of 

pages , filed with the letter of 



^ the claims, 



Nos. 
Nos. 
Nos, 
Nos. 
Nos. 



1-23 



, as originaJly filed, 

, as amended under Article 19, 

, filed with the demand, 

, filed with the letter of 

, filed with the letter of 



the drawings, 



sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 



1/12-12/12 



, as originally filed, 
, filed with the demand, 
, filed with the letter of 
, filed with the letter of 



2. The amendments have resulted in the cancellation of: 

1 1 the description, pages 

1 1 the claims, Nos. 

1 1 the drawings, sheets/fig 



2 I I This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered 
I — I t0 g 0 b e y 0n d the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 



4. Additional observations, if necessary: 
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V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 



citations and explanations supporting such statement 

1 . Statement 

Novelty (N) Claims 1-23 YES 

Claims NO 

Inventive step (IS) Claims .1 — 23 YES 

Claims NO 

Industrial applicability (1 A) Claims 1 — 23 yES 

Claims NO 

2. Citations and explanations 



1. The subject matter of Claims 1-22 and 23 appears to 
be novel and inventive in the light of the known 
prior art {PCT Article 33(2) and (3)). 

Dl (T.J Griffin et al . (1997) Nature Biotechnol. 15, 
1368-1372) , considered the closest prior art, 
discloses a method for detecting polymorphic sites 
in DNA with the following steps: (i) immobilisation 
of biotinylated double-stranded DNA on a 
streptavidine-coated carrier, (ii) denaturation of 
the immobilised DNAs, (iii) hybridisation of two PNA 
probes with the target DNA, wherein one probe has 
the native nucleotide sequence of the allele and the 
other has a "one-base mismatch" (both probes are 
provided with different mass tags), (iv) removal of 
non-hybridised material, (v) analysis of the 
immobilised PNA™ DNA hybrids using MALDI-TOF, probe- 
specific mass spectra being included (abstract; page 
1368, left and right-hand columns; page 1371, left- 
hand column; Figure 1) . 

The subject matter of Claim 1 differs from the above 
prior art because of the effect set out below. 
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The association of the different probes with the 
nucleic acid molecule to be hybridised therewith is 
carried out by the positions of the probes on the 
probe carrier. 

The present invention aims to solve the problem of 
developing an alternative to the known method of 
detecting the nucleotide sequence in a nucleic acid 
molecule . 

The solution proposed in Claim 1 (and Claims 2-22 
dependent thereon) to the present application can be 
regarded as inventive for the reasons indicated 
below (PCT Article 33(3)). 

The method from Claim 1 enables rapid and simple 
determination of the nucleotide base sequence of an 
unknown target DNA using MALDI-TOF measurements 
which can be carried out directly on the carrier 
(description, page 7, lines 16-31; page 8, lines 16- 
20, 27-29; page 9, lines 8-28). 

The subject matter of independent Claim 23 refers to 
a kit which is particularly adapted to carrying out 
the process of Claims 1-22 and is novel and 
inventive for similar reasons (PCT Article 33(2) and 
(3) ) . 
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(To be used when the space in any of the preceding boxes is not sufficient) 



Continuation of: VI 



Certain documents cited (PCT Rule 70.10) 



Application no 



Publication date 



filing date 



Priority date 



(valid claim) 



Patent no 



( day/mon th /yea r) 



(day /month/ year) 



(day/month/year) 



WO-A-98/318 30 23. 07. 98 



15. 01 . 98 



15.01. 97 



Should the claimed priority date of 05.12.97 not be 
allowed, the "P" document, WO-A-98/31830 cited in the 
search report for assessing inventive step would have to 
be taken into consideration. This document discloses the 
use of MALDI-TOF spectrometry for detecting and 
sequencing DNA. The sequencing method is based on the use 
of hybridisation probes which are modified by a base 
sequence-specific mass tag. Moreover, if the present 
application were to enter the regional phase, the 
document would be relevant for assessing novelty. 
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. VII. Certain defects in the international application 

The following defects in the form or contents of the international application have been noted: 

Contrary to the requirements of PCT Rule 5.1(a) (ii), the 
description does not cite Dl or outline the relevant 
prior art disclosed therein. 
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VIII. Certain observations on the international application 



The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fully 
supported by the description, are made: 



The expression "included herein for reference" on 
page 19 should have been deleted (PCT Guidelines II- 
4 . 18) . 
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5 Verfahren zur Identifikation von Nucleinsauren 

durch Matrix-assistierte Laser Desorptions/lonisattons 

Massenspektrometrie 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zum Nachweis einer Nucleo- 
10 tidsequenz in einem Nucleinsauremolekul vermittels vorbestimmter Sonden 
unterschiediicher Masse durch Matrix-assistierte Laser Desorpti- 
ons/lonisations Massenspektrometrie. Vorteilhafterweise erlaubt das erfin- 
dungsgemaSe Verfahren die gleichzeitige Charakterisierung einer Vielzahl 
unbekannter Nucleinsauremolekule durch einen Satz verschiedener Sonden. 
15 Weiterhin betrifft diese Erfindung einen Kit, der die Sonden und/oder einen 
Probentrager, gegebenenfalls mit daran gebundenen Nucleinsauremoleku- 
len, enthalt. 

Die genaue Charakterisierung von Nucleinsauren ist sehr aufwendig und 
20 teuer. Unbekannte DNA kann charakterisiert werden, indem sie sequenziert 
wird. Dies ist die praziseste Art, DNA zu analysieren. Jedoch ist die Sequen- 
zierung von DNA sehr aufwendig und nur dann notwendig, wenn die gesamte 
Sequenz von Interesse ist. Nur sehr kurze DNA-Ausschnitte (<1000 Nucleo- 
basen) konnen in einem Arbeitsgang sequenziert werden. Wenn DNA Frag- 
25 mente, die groBer als diese 1000 Nucleobasen lang sind, in grofterem Urn- 
fang analysiert werden soilen, ist es notwendig die DNA zu unterteilen, was 
die Methode verteuert. 



Viele Aussagen lassen sich jedoch bereits mit geringerer Auflosung machen. 
30 Die derzeit beschriebenen Verfahren leiden jedoch darunter, daft unter Um- 
standen Radioaktivitat verwendet werden mufS, und nur eine einzige Sonde in 
einer Analyse verwendet werden kann. Ein soiches Verfahren aus dem Stand 
der Technik beinhaltet zum Beispiel, partielle Information uber einen Array 
: — "von^verschteden Ar ra y m it~ v i ele n t aus enchZiet^ 

35 DNAs kann auf einer Festphase immobilisiert und anschliefJend konnen alle 
Ziel-DNAs gemeinsam auf das Vorhandensein einer Sequenz mittels einer 
Sonde (Nucieinsaure mit komplementarer Sequenz) untersucht werden. 1,2 Ei- 
ne Ubereinstimmung in der Ziel-DNA mit der Sonde kann durch 



*3 



.$1 




eine Hybridisation der beiden Nucleinsauren nachgewiesen werden. Sonden 
konnen beliebige Nucleinsauresequenzen unterschiedlicher Lange sein. Es 
existieren verschiedene Verfahren fur die Auswahl von optimalen Bibliothe- 
ken von Sondensequenzen, welche minimal miteinander uberlappen. 3, 4 Son- 
5 densequenzen konnen auch gezielt zusammengestellt werden, um bestimmte 
Ziel-DNA Sequenzen aufzufinden. Oligcfingerprinting ist ein Ansatz, bei wel- 
chem diese Technologie zum Einsatz komrnt. Eine Bibliothek von Ziel-DNAs 
If wird mit kurzen Nucleinsauresonden abgetastet Meist sind hier die Sonden 

nur 8-12 Basen lang. Es wird jeweils eine Sonde auf einmal an eine auf einer 
g 10 Nylonmembran immobilisierte Ziel-DNA-Bibliothek hybridisiert. Die Sonde ist 

radioaktiv markiert und die Hybridisierung wird anhand der Lokalisierung der 
Radioaktivitat beurteilt. Fur die Abtastung eines immobilisierten DNA-Arrays 
sind auch bereits fluoreszent markierte Sonde- verwendet worden. 5 Ein ahn- 
liches Verfahren wird verwendet, um Sequenzierung von DNA zu multiple- 
15 xen. 6,7 Verschiedene Vektorsysteme werden zur Klonierung von Zielsequen- 
zen eingesetzt. Jeweils ein Klon von jedem Klonierungsvektor wird gepoolt, 
g die Sequenzierungsreaktion durchgefuhrt, die Fragmente auf einem Gel auf- 

getrennt und das Gel auf eine Nylonmembran geblottet. An die immobilisierte 
DNA werden anschliefJend die unterschiedlichen Sequenzen des Klonie- 
20 rungssystems hybridisiert, so daft man die zum jeweiligen Klonierungssystem 
gehorende Sequenz erhalt Hier kann die Abtastung des Klonierungssystems 
auch mittels einer massenspektrometrisch detektierbaren Sonde erfolgen. 8 

Als Sonden kommen jegliche Molekule in Frage, die sequenzspezifisch mit 
25 einer Ziel-DNA wechselwirken konnen. Am gangigsten sind Oligodeoxyribo- 
nucleotide. Fur diesen Zweck bietet sich jedoch jede Modifikation von 
Nucleinsauren an, z.B. Peptide Nucleic Acids (PNA), 9,10 Phosphorothioatoli- 
gonucleotide oder Methylphosphonatoligonucleotide. Die Spezifitat einer 
Sonde ist sehr wesentiich. Phosphorothioatoligonucleotide sind nicht beson- 
30 ders bevorzugt, da ihre Struktur durch die Schwefelatome verandert wird, 
was einen negativen EinflufS auf die Hybridisierungseigenschaften hat. Dies 
— — kWin^alief^stam^^ 

nicht diastereomerenrein synthetisiert werden. Bei Methylphosphonatoligo- 
nucleotiden bestand in der Vergangenheit ein ahnliches Reinheitsproblem, 
35 jedoch werden diese Oligonucleotide vermehrt diastereomerenrein syntheti- 
siert. Ein wesentlicher Unterschied zwischen Methylphosphonatoligonucleoti- 




den und Phosphorothioatoligonucleotiden ist das bei ersteren ungeiadene 
Ruckgrat, welches zu einer verminderten Abhangigkeit der Hybridisation von 
Puffersalzen und insgesamt durch die geringere AbstolSung zu hoherer Affini- 
tat fuhrt. Peptide Nucleic Acids haben ebenfalls ein ungeladenes Ruckgrat, 
welches gleichzeitig chemisch sehr stark von der gangigen Zucker-Phosphat 
Struktur des Ruckgrats in Nucleinsauren abweicht. Das Ruckgrat einer PNA 
weist eine Amidsequenz anstelle des Zucker-Phosphat Ruckgrats gewohnli- 
cher DNA auf. PNA hybridisiert sehr gut mit DNA komplementarer Sequenz. 
Die Schmelztemperatur eines PNA/DNA-Hybrids ist hoher als die des ent- 
sprechenden DNA/DNA-Hybrids und wiederum ist die Abhangigkeit der Hy- 
bridisierung von Puffersalzen relativ gering. 

Matrix-assistierte Laser Desorptions/lonisations Massenspektrometrie 
(MALDI) ist eine neue, sehr leistungsfahige Methode fur die Analyse von 
Biomolekulen. 11 Ein Analytmolekul wird in eine lichtabsorbierende Matrix ein- 
gebettet. Durch einen kurzen Laserpuls wird die Matrix verdampft und der 
Analyt so unfragmentiert in die Gasphase befordert. Durch StdGe mit Matrix- 
molekulen wird die lonisation des Analyts erreicht, Eine angelegte Spannung 
beschleunigt die lonen in ein feldfreies Flugrohr. Auf Grund ihrer verschiede- 
nen Massen werden lonen unterschiedlich stark beschleunigt. Kleinere lonen 
erreichen den Detektor fruher als grdlSere. Die Flugzeit wird in die Masse der 
lonen umgerechnet. Technische Neuerungen der Hardware haben die Me- 
thode significant verbessert Erwahnenswert ist delayed extraction (DE). 12 Fur 
DE wird die Beschleunigungsspannung mit einer Verzogerung zum Laserpuls 
eingeschaltet und dadurch eine verbesserte Auflosung der Signale erreicht, 
weil die Zahl der Stofte verringert wird. MALDI eignet sich ausgezeichnet zur 
Analyse von Peptiden und Proteinen. Die Analyse von Nucleinsauren ist 
schwieriger. 13 Fur Nucleinsauren ist die Empfindlichkeit etwa 100mal 
schlechter als fur Peptide und nimmt mit zunehmender FragmentgrofSe uber- 
proportional ab. Per Grund d afur liegt darig daK fur die lonisation von Pepti- 
den und Proteinen lediglich ein einziges Proton eingefangen werden mulS. 
Fur Nucleinsauren, die ein vielfach negativ geladenes Ruckgrat haben, ist 
der lonisationsprozeft durch die Matrix wesentlich ineffizienter. Fur MALDI 
spielt die Wahl der Matrix eine eminent wichtige Rolle. Fur die Desorption 



von Peptiden sind einige sehr leistungsfahige Matrices gefunden worden, die 
eine sehr feine Kristallisation ergeben. Fur DNA sind zwar mittlerweile einige 
ansprechende Matrices gefunden worden, jedoch wurde dadurch der Emp- 
findlichkeitsunterschied nicht verringert. Der Empfindiichkeitsunterschied 
kann verringert werden, indem die DNA chemisch so modifiziert wird, daft sie 
einem Peptid ahniicher wird, Phosphorothioatnucleinsauren, bei denen die 
gewohnlichen Phosphate des Ruckgrats durch Thiophosphate substituiert 
sind, lassen sich durch einfache Alkylierungschemie in eine ladungsneutrale 
DNA umwandeln. 14 Die Kopplung eines "charge tags" an diese modifizierte 
DNA resultiert in der Steigerung der Empfindlichkeit in den gleichen Bereich 
wie er fur Peptide gefunden wird. 15,16 Durch diese Modifikationen hat sich 
auch die Moglichkeit eroffnet, ahnliche Matrices wie sie fur die Desorption 
von Peptiden verwendet werden zu benutzen. Ein weiterer Vorteil von charge 
tagging ist die erhohte Stabilitat der Analyse gegen Verunreinigungen, die 
den Nachweis unmodifizierter Substrate stark erschweren. PNAs und Methyl- 
phosphonatoligonucleotide sind mit MALDI untersucht worden und lassen 
sich so analysieren. 17,15,19 

Kombinatorische Synthesen, 20 d.h. die Herstellung von Substanzbibliotheken 
ausgehend von einem Gemisch von Vorstufen, werden sowohl auf fester als 
auch in flussiger Phase durchgefuhrt. Vor allem die kombinatorische Fest- 
phasensynthese hat sich fruhzeitig etabliert, da in diesem Fall die Abtren- 
nung von Nebenprodukten besonders einfach ist. Nur die an den Trager 
(Support) gebundenen Zielverbindungen werden in einem Waschschritt zu- 
ruckbehalten und am Ende der Synthese durch das gezielte Spalten eines 
Linkers isoliert Diese Technik erlaubt auf einfachem Wege die gleichzeitige 
Synthese einer Vielzahl verschiedener Verbindungen an einer Festphase und 
somit den Erhalt von chemisch "reinen" Substanzbibliotheken. 21,22,23 Daher 
sind die Verbindungsklassen, die auch in nicht kombinatorischen, konventio- 
nelign-Synthesen^auf einer Festphase synthetjsiert werden, der kombinatori- 
schen Chemie besonders leicht zuganglich und werden demzufolge auch 
breit verwendet. Dies trifft vor allem auf Peptid-, Nucleinsaure- und PNA- 
Bibliotheken zu. 
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Die Synthese von Pepticlen erfolgt clurch Binden der ersten N-geschutzten 
Aminosaure (z.B. Boc) an den Support, nachfolgende Entschutzung und Re- 
aktion der zweiten Aminosaure' mit der freigewordenen NH 2 -Gruppe der er- 
sten. Nicht reagierte Aminofunktionen werden in einem weiteren "Capping" 
Schritt einer Weiterreaktion im nachsten Synthesezyklus entzogen. Die 
Schutzgruppe an der Aminofunktion der zweiten Aminosaure wird entfernt 
und der nachste Baustein kann gekoppelt werden. Zur Synthese von Peptid- 
bibliotheken wird ein Gemisch von Aminosauren in einem Oder mehreren 
Schritten verwendet. Die Synthese von PNA und PNA-Bibliotheken erfolgt 
sinngemaB. 




Nucleinsaure-Bibliotheken werden meist durch Festphasensynthese mit Ge- 
mischen verschiedener Phosphoramidit-Nucleoside erhalten. Dies kann auf 
kommerziell erhaltlichen DNA-Synthesizern ohne Veranderungen in den 

15 Syntheseprotokollen durchgefuhrt werden. Daruber hinaus sind verschiedene 
Arbeiten zur kombinatorischen Synthese von PNA Bibliotheken publiziert 
worden. 24,25 Diese Arbeiten behandeln den Aufbau von kombinatorischen Se- 
quenzen, d.h. die Synthese von PNAs in denen einzelne, spezifische Basen 
in der Sequenz durch degenerierte Basen ersetzt werden und dadurch zufal- 

20 lige Sequenzvarianz erreicht wird. Auch die Verwendung massenspektrome- 
trischer Methoden fur die Analyse kombinatorischer Bibliotheken ist mehrfach 
beschrieben worden. 26,27,28,29 

Es existieren verschiedene Verfahren, urn DNA zu immobilisieren. Das be- 
25 kannteste Verfahren ist die Festbindung einer DNA, welche mit Biotin funk- 
tionalisiert ist, an eine Streptavidin-beschichtete Oberflache. 30 Die Bin- 
dungsstarke dieses Systems entspricht einer kovalenten chemischen Bin- 
dung, ohne eine zu sein. Urn eine Ziel-DNA kovalent an eine chemisch vor- 
bereitete Oberflache binden zu konnen, bedarf es einer entsprechenden 
-30 ^pynktioratitat-c^^ ke i ne F un kt i on aUsierung r -xtla 



dazu geeignet ist. Es gibt verschiedene Varianten, in eine Ziel-DNA eine ge- 
eignete Funktionalisierung einzufuhren: Zwei leicht zu handhabende Funk- 
tionalisierungen sind primare, aliphatische Amine und Thiole. Solche Amine 
werden quantitativ mit N-Hydroxy-succinimidestern umgesetzt. Thiole reagie- 



ren unter geeigneten Bedingungen quantitativ mit Alkyliodiden. Eine Schwie- 
rigkeit besteht im Einfuhren einer solchen Funktionalisierung in eine DNA. 
Die einfachste Variante ist die Einfuhrung durch einen Primer einer PCR. 
Gezeigte Varianten benutzen 5'-modifizierte Primer (NH 2 und SH) und einen 
bifunktionalen Linker. 31,32 * 33 

Bei der Immobilisierung auf einer Oberflache ist vor allem ihre Beschaffenheit 
von wesentlicher Bedeutung. Bis jetzt beschriebene Systeme sind haupt- 
sachlich aus Silizium Oder Metall (magnetic beads). Eine weitere Methode zur 
Bindung einer Zie!-DNA basiert darauf, eine kurze Erkennungssequenz (z.B. 
20 Basen) in der Ziel-DNA zur Hybridisierung an ein oberflachenimmobilisier- 
tes Oligonucleotid zu verwenden. 34 Es sind auch enzymatische Varianten zur 
Einfuhrung von chemisch aktivierten Positionen in eine Ziel-DNA beschrieben 
worden. 35 Hier wird an einer Ziel-DNA enzymatisch eine 5'-NH 2 - 
Funktionalisierung durchgefuhrt. 

Wie vorstehend beschrieben, sind im Stand der Technik eine Reihe von 
Verfahren bekannt, die vor allem auf eine genaue Analyse von Nucleinsauren 
ausgerichtet sind. Diese Verfahren sind in der Regel entweder sehr arbeits- 
aufwendig und/oder kostenintensiv. 

Das der vorliegenden Erfindung zugrundeliegende technische Problem war 
somit, ein schnelles und kosteneffizientes Verfahren zur Identifikation von 
Ziel-Nucleinsauren bereitzustellen. 

Dieses technische Problem wird durch die Bereitstellung der in den Patent- 
anspruchen gekennzeichneten Ausfuhrungsformen gelost. 

Somit betrifft die vorliegende Erfindung ein Verfahren zum Nachweis einer 
Nucleotidseg uenz -in-einem Nucleinsa uremolekul, das die folgenden Schritte 
umfafit: 

(a) Hybridisierung von Nucleinsauremolekulen mit einem Satz von Sonden 
unterschiedlicher Nucleobasensequenzen, wobei jede Sonde eine von 
alien anderen Sonden verschiedene Masse aufweist; 
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(b) Abtrennung der nicht hybridisierten Sonden; 

(c) Kontaktierung der hybridisierten Sonden mit einer Matrix, weiche die 
Desorption der Sonden durch einen Laserstrahl unterstutzt; 

(d) Analyse der hybridisierten und von der Matrix umgebenen Sonden auf 
5 einem aus elektrisch ieitfahigem Material bestehenden Probentrager in 

einem Massenspektrometer; und 

(e) Bestimmung der Nucleinsauremolekule, weiche die Sequenz aufweisen, 
wobei die Positionen der Sonden auf dem Probentrager eine Zuordnung zu 
dem damit hybridisierenden Nucleinsauremolekul erlaubt. 

10 

Das erfindungsgemafJe Verfahren kombiniert in vorteilhafter Weise Verfah- 
ren, Arrays von Ziel-Nucleinsauren zu analysieren (Oligofingerprinting), so- 
wie die massenspektrometrische Analyse von Nucleinsauren und modifizier- 
ten Nucleinsauren. Dabei wird eine Vielzahl von unterschiedlichen Sonden 

15 eingesetzt, die den Nachweis von einer Oder mehreren Nucleotidsequenz(en) 
in einem Nucleinsauremolekul erlauben. Eine Kombination dieser beiden 
Methoden konnte bisher nicht durchgefuhrt werden, weil die Massenunter- 
scheidbarkeit der Sonden keine eindeutigen Ruckschlusse auf die Sequenz 
zuliefc und die Empfindlichkeit der massenspektrometrischen Analyse von 

20 Nucleinsauren nicht an die Probenmengen eines Oligofingerprinting- 
Experimentes angepaftt war. 

Je nach Wahl der Hybridisierungsbedingungen kann das erfindungsgemafJe 
Verfahren verwendet werden, urn entweder spezifische Nucleotidsequenzen 
25 oder Gruppen von Nucleotidsequenzen nachzuweisen, die sich durch eine 
ahnliche Sequenz auszeichnen. Werden z.B. stringente Hybridisierungsbe- 
dingungen gewahlt, so sind die verwendeten Sonden nur in der Lage, an die 
Nucleotidsequenzen zu hybridisieren, die exakt komplementar zu ihren 
Nucleobasensequenzen sind. Werden hingegen nicht stringente Hybridisie- 

--=30 cuagsbedingungen- gewahlt,-SQ-kann man mi t-4en-ei ngesetzten -Sondef^atle^- 

Nucleotidsequenzen nachweisen, die von den Nucleobasensequenzen der 
Sonden derart abweichen, dali sie unter den gewahlten Bedingungen eine 
Hybridisierung noch erlauben. Auf diese Art und Weise kann das erfindungs- 
gemafte Verfahren also auch verwendet werden, um Homologe, Varianten 



ocler Allele einer bestimmten Sequenz nachzuweisen. Dem Fachmann ist be- 
kannt, was unter stringenten bzw. nicht stringenten Hybridisierungsbedin- 
gungen zu verstehen ist; vgl. z. B. Sambrook et al., "Molecular Cloning, A La- 
boratory Manual" CSH Press, Cold Spring Harbor, 2nd ed. 1989, Hames und 
Higgins (Hrsg.) "Nucleic Acid Hybridization, A Practical Approach", IRL 
Press, Oxford 1985. 

Das erfindungsgema&e Verfahren erlaubt auch den Nachweis mehrerer un- 
terschiedlicher Sequenzen in einer Ziel-DNA, wobei die unterschiedlichen 
Sequenzen komplementar zu verschiedenen Sonden sind. Gunstigstenfalls, 
z. B. bei Verwendung von Sonden mit uberlappenden Sequenzen, laBt sich 
so die gesamte Nucleotidsequenz einer Ziel-Nucleinsaure nachweisen oder 
aufklaren. 

Mit dem erfindungsgemaften Verfahren laftt sich zunachst bestimmen, ob auf 
dem Probentrager eine Probe aufgetragen war, die eine mit einer Sonde un- 
ter den gewahlten Bedingungen hybridisierbare Sequenz aufweist. Sofern 
dies der Fall ist, kann die Proben-Nucleinsaure weiter anaiysiert und charak- 
terisiert werden. Da fur das erfindungsgemafJe Verfahren ublicherweise nur 
ein Bruchteil einer Probe fur die erfindungsgemafie Analyse eingesetzt wer- 
den mufj, kann die nicht eingesetzte Nucleinsaure mit Standardverfahren, z. 
B. Sequenzierungsverfahren, weiter untersucht werden. 

Das erfindungsgemafie Verfahren kann auch, parallel oder sukzessive, 
mehrmals durchgefuhrt werden, wobei die Hybridisierungsbedingungen vari- 
iert werden. So kann man beispielsweise in einem Ziel-DNA-Array zunachst 
feststellen, wie viele und welche Ziel-DNAs einen bestimmten Homologiegrad 
aufweisen, bevor nach spezifischen Sequenzen gesucht wird. 

Dle^Zuordnung der an eineL-bestimmten Position auf dem Probentr^gef^hy-- 
bridisierten Sonde zur immobilisierten Probe erfolgt vorzugsweise mittels ei- 
nes Datenverarbeitungssystems, das das jeweilige aufgenommene Spektrum 
auf einer Position des Probentragers einer auf derselben Position angebrach- 
ten Ziel-DNA zuordnet. Vorzugsweise sind die Ziel-IMucleinsauren auf der 



Oberfiache bzw. auf dem ProteintrSger in einer bestimmten Ordnung ange- 
ordnet. 

Wie vorstehend erwahnt, besteht der Probentrager aus einem elektrisch leit- 
fahigem Material. Dies schlielSt auch die Oberfiache des Probentragers ein, 
auf dem die hybridisierten und von der Matrix umgebenen Sonden aufsitzen. 
Die Oberfiache kann sich dabei stofflich vom Probentrager unterscheiden. 

Die Oberfiache, an der die Sonden fur die Massenspektrometrie direkt oder 
indirekt immobilisiert sein mussen, muft so beschaffen sein, dafS sie als Pro- 
bentrager fur ein Massenspektrometer fungieren kann (Figur 2). Dies bedeu- 
tet, daS sie aus einem elektrisch leitfahigen Material bestehen muft, da, urn 
eine stabile Beschleunigung der ionisierten Sondenmolekule zu erreichen, 
eine definierte Spannung angelegt werden mu(3. Eine nichtleitende Oberfia- 
che wurde zu einer elektrostatischen Aufladung fuhren, wodurch wegen der 
Spannungsabweichung eine Massenverschiebung beobachtet und eine Mas- 
senzuordnung unmoglich gemacht wurde. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemaSen Verfahrens 
werden die Nucleinsauremolekule vor oder nach Schritt (a) auf die Oberfia- 
che eines Tragers ubertragen. Als Trager eignen sich dazu z.B. "magnetic 
beads", Kunststoffbeads oder Glasbeads, die beispielsweise mit Streptavidin 
oder mit Aminogruppen, SH-Gruppen oder Epoxygruppen funktionalisiert 
sind. 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform handelt es sich bei der 
Oberfiache des Tragers urn die Oberfiache des aus elektrisch leitfahigem 
Material bestehenden Probentragers. Diese Ausfuhrungsform erlaubt eine 
relativ unkomplizierte Durchfuhrung des Verfahrens, da die Nucleinsauremo- 
ju lek^teH^ach-erfolgter-^Hybridisierung nicht mehr auf den Probentra g er tr a nsfe- 
riert werden mussen. 

In einer weiteren besonders bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungs- 
gemafJen Verfahrens wird vor Schritt (c) der Trager mit den an seiner Ober- 



flache aufgebrachten Nucleinsauremolekuien, die die hybridisierten Sonden 
tragen, auf der aus elektrisch leitfahigem Material bestehenden Probentrager 
aufgebracht. Die Anheftung kann z.B. durch die Matrix selbst oder durch Zu- 
gabe von Nitrozellulose zur Matrix bewirkt werden. 

In einer ebenfalls besonders bevorzugten Ausfuhrungsform werden die hy- 
bridisierten Sonden vor dem, nach dem oder durch den Kontakt mit der Matrix 
in Schritt (c) von den immobilisierten Nucleinsauremolekuien abgeldst und 
auf den aus leitfahigem Material bestehenden Probentrager aufgebracht. in 
dieser Ausfuhrungsform werden die Komplexe aus hybridisierten Nucleinsau- 
remolekuien und Sonden denaturiert, und nur die Sonden auf den Probentra- 
ger aufgebracht. Eine Denaturierung kann durch bekannte Methoden wie z.B. 
alkalische oder Hitze-Denaturierung bewirkt werden oder auch durch die sau- 
re Matrixlosung selbst. 

In einer anderen bevorzugten Ausfuhrungsform besitzt der Probentrager ent- 
weder eine metallische, mit Glas beschichtete oder chemisch modifizierte 
Oberfiache, die ein Festbinden der Ziel-DNA erlaubt. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemalien 
Verfahrens erfolgt die Immobilisierung der Nucleinsauremolekule an der Pro- 
bentrageroberflache uber eine NH 2 - t Epoxy- oder SH-Funktion, vermittels der 
Beschichtung der Probentrageroberflache mit einem Silikat oder Silan, uber 
eine Protein-Substrat-, Protein-Protein- oder eine Protein-Nucleinsaure- 
Interaktion, oder uber eine Wechselwirkung zweier hydrophober Komponen- 
ten. 

Wird der Probentrager z.B. mit Gold beschichtet, kann eine Kopplung der 
Ziel-DNA durch wahrend der molekularbiologischen Aufbereitung der Ziel- 
DNA-eingafuhrte-^SH- oder NH 2 -Funktionen firfnlgen Auch^dieJumgekehrteL 
Moglichkeit, entsprechend modifizierte DNA an funktionalisierte Goldpartikel 
zu binden, besteht. Die Firma Nanoprobes Inc., Stony Brook, NY, bietet bei- 
spielsweise mit Streptavidin oder mit Aminofunktionen verknupfte Gold- 
Nanopartikel kommerziell an. Wie bereits erwahnt, besteht eine weitere Mog- 
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lichkeit darin, die metallische Probentrageroberflache mit Glas zu beschich- 
ten. Durch eine Aminofunktionalisierung kann anschlieflend eine Kopplung 
der Ziel-DNA, welche uber eine SH-Funktionalisierung an einen bifunktiona- 
len Linker (z.B. S1AB, Pierce Chemical, Rockford, IL, USA) gebunden ist, an 
5 die Glasoberflache erreicht werden. Eine weitere Variante ist die unmittelbare 
Beschichtung der Metalloberflache mit Trimethoxy-3-aminopropylsilan. An die 
Aminofunktion kann anschliefiend eine Ziel-DNA, wie oben uber einen bi- 
funktionalen Linker, gekoppelt werden. 

10 In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform ist dabei die Protein- 
Substrat-lnteraktion eine Biotin-Streptavidin- oder eine Antikorper-Antigen- 
Bindung. MALDI-Probentrager sind ublicherweise aus Metali (z. B. Eisen), an 
das sich ohne weitere Modifikation weder Proteine noch DNA-Molekule im- 
mobilisieren Iassen. Eine Moglichkeit der Immobilisierung ist, die Eisenober- 

15 flache mit Gold zu beschichten, da sich z. B. SH-Funktionen daran binden 
Iassen. Fur die Kopplung bieten sich dann bifunktionale Linker an, die eine 
SH-Funktion und eine weitere Funktion besitzen, die an die Funktionalisie- 
rung der Ziel-DNA angepalit ist. Ist z. B. die Ziel-DNA biotinfunktionalisiert, 
sollte der Linker mit Streptavidin gekoppelt werden konnen. Ist die Ziel-DNA 

20 NH 2 -funktionalisiert, dann kann der Linker mit einer N- 
hydroxysuccinimidylester-Funktion versehen sein. 

In einer weiteren besonders bevorzugten Ausfuhrungsform ist die Protein- 
Nucleinsaure-lnteraktion eine Bindung der Nucleinsaure an Gene32, ein 
25 Protein, welches sequenzunspezifisch einzelstrangige DNA bindet. 



In einer ebenfalls bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemalSen 
Verfahrens sind die verwendeten Sonden Nucleinsauren, die mit einem Mas- 
sen-Tag versehen sind. Gemafi dieser Ausfuhrungsform konnen die Sonden 
40 — ^ueh-mi^nehferen-Tags-versehen seinr^die-nan-untefs chi e dlich e n Po sitioner 
z. B. am 5' und 3' Ende lokalisiert sind. Durch Kombination der Anzahl und 
Lokalisierung von Massen-Tags, gegebenenfalls in Kombination mit La- 
dungs-Tags, laBt sich die Versalitat und Empfindlichkeit des erfindungsge- 
maGen Verfahrens deutlich erhohen. 
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In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform sind die Massen-Tags zu- 
gleich Ladungs-Tags, wahrend in einer weiteren besonders bevorzugten 
Ausfuhrungsform die Nucleinsauren zusatzlich mit einem Ladungs-Tag 
5 ("Charge-Tag") versehen sind. 

"Charge tagging" kann entsprechend der Methode von Gut et al. durchgefuhrt 
werden. 15,16 Ein aminofunktionalisiertes Substrat (1 mM) wird in Trimethyla- 
min/C0 2 -Puffer (pH = 8.5, 200 mM) auf Eis bei 0 °C mit 1% ©- 
1 0 Trimethylammoniumhexansaure-N-hydroxy-succinimidylester (CT) versetzt. 
Nach 30 Minuten werden der fluchtige Puffer und das Ldsungsmittel im Va- 
kuum abgezogen. Das aminofunktionalisierte Substrat kann z.B. eine kombi- 
natorisch hergestellte Bibliothek von massenverschiedenen Sonden sein. 
Durch die Variation der Lange und Funktionalisierung des CT lassen sich die 
15 Massen der Substratbibliothek um einen definierten Betrag verschieben (Fig. 
3). Da in der kombinatorischen Synthese z.B. eine Sondenbibliothek von 64 
massenverschiedenen Sonden (Fig. 4), die sich uber einen Massenbereich 
von 200 Da erstrecken, hergestellt werden, erhohen die Massen/charge tags 
jeweils in Einheiten von 200 Da die Masse, d.h. der erste kombinatorische 
20 Syntheseansatz wird mit dem kleinstmfiglichen charge tag hergestellt, der 
zweite mit einem Massen/charge (Ladungs-) tag, das 200 Da schwerer ist, 
der dritte mit einem Massen/charge tag das weitere 200 Da schwerer ist usw. 
Theoretisch kann der Bereich beliebig ausgeweitet werden, solange das an- 
gewendete Massenspektrometer in der Lage ist, den Unterschied zwischen 
25 zwei massenbenachbarten Sonden aufzulosen und solange die Synthese 
praparativ praktikabel erscheint. Fur Sonden mit 10 Nucleobasen bekommt 
man ein Grundmasse im Bereich von 2600-2800 Da. Mit derzeit kauflichen 
Massenspektrometern ist der benutzbare Massenbereich mit ausreichender 
Massengenauigkeit unter 4000 Da. Dadurch konnen sieben Ensembles von 
3Il~_J54^oadenJ^^ 

dieser Ausfuhrungsform erhalten worden sind, sind in den Figuren 5 und 6 
dargestellt. 



Die Synthese von Peptiden auf einem automatisierten Synthesizer verlauft 
vom C-terminalen Ende zum N-terminalen Ende, die Synthese von Nuclein- 
sauren vom 3'- zum S'-Ende. Es besteht die Moglichkeit an einem Oder an 
beiden Enden eine primare Aminofunktion anzubringen, urn dann durch eine 
oder zwei Funktionalisierungen die Massenverschiebung zu erreichen. Alter- 
nativ kann die Massenverschiebung einer Bibliothek von kombinatorisch her- 
gestellten Sonden auch erreicht werden, indem vorgangig zum Einbau der 
kombinatorischen Bausteine einige Bausteine von definierter Masse (z.B. 
Aminosauren in eine kombinatorische Synthese von PNAs) angebracht wer- 
den. Die erste kombinatorische Synthese beginnt unmittelbar am Support. 
Fur die zweite kombinatorische Synthese werden zuerst z.B. zwei Valine ge- 
koppeit. Vaiin hat eine Masse von 99 Da. Durch zwei Valine erreicht man ei- 
ne Massenverschiebung der zweiten kombinatorischen Synthese von der er- 
sten urn 198 Da. Bei der dritten kombinatorischen Synthese werden zuerst 
vier Valine gekoppelt, wodurch die Masse dieses Ensembles 396 Da hoher 
ist usw. Ein allfallig notiges charge tag kann immer noch nachtraglich mit der 
oben beschriebenen Methode am N-terminalen Ende angebracht werden. Ei- 
ne weitere Moglichkeit besteht darin, die charge tags zuerst an die Festphase 
zu koppeln und anschliefSend mit der kombinatorischen Synthese fortzufah- 
ren. 

Eine weitere Variante besteht darin, gleichzeitig mehrere fixe Ladungen der 
gleichen Polaritat anzubringen. Dadurch kann der Detektionsbereich vermin- 
dert werden. In einem Massenspektrometer wird ein Molekul mit zwei Ladun- 
gen bei der entsprechend halben Masse beobachtet. Dies kann einen Vorteil 
bringen, wenn die Auflosung des Massenspektrometers zu hoheren Massen 
hin stark abnimmt. Oben ist beschrieben, wie man positive fixe Ladungen an 
einer Sonde festbringen kann. Negative fixe Ladungen konnen ahnliche 
Vorteile bringen. Positive und negative fixe Ladungen lassen sich mit ahnli- 
3D chen Methoderrhersteltern ~ ~~ - ~ — 

Fur die Lokalisierung, Anzahl und Kombinatorik der Ladungs-Tags gelten die 
im Zusammenhang mit den Massen-Tags gemachten Ausfuhrungen entspre- 
chend. So kann mittels charge tagging am 5'- oder 3'- Terminus der Biblio- 
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thek von Nucleinsaure-Sonden die Empfindiichkeit der Analyse verbessert 
werden. Dies gilt insbesondere, wenn durch die Einfuhrung von Alkylphos- 
phonatgruppen an den nicht randomisierten Positionen (vgL unten) anson- 
sten Ladungsneutralitat hergestellt wird. Durch das mit dem Charge Tagging 
5 zwangslaufig verbundene Massen Tagging wird zusatziich die Analyse der 
Fragmente aus der Spaltung an den Phosphorothioatgruppen erleichtert. 
Phosphoroselenoate konnen ebenfalls eingesetzt werden, um eine bevorzug- 
te Spaltung an bestimmten Positionen zu erhalten. 

10 In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemaften 
Verfahrens sind die Sonden modifizierte Nucleinsauremolekule. 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform handelt es sich bei diesen 
modifizierten Nucleinsauremolekulen um PNAs, alkylierte Phosphorothioat- 
1 5 nucleinsauren oder Alkylphosphonatnucleinsauren, 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform werden die Sonden des er- 
findungsgemafSen Verfahrens durch kombinatorische Festphasensynthese 
hergestellt. Das erfolgt uber z.B. uber die ubliche Boc-Festphasensynthese, 

20 die auch zur Synthese von PNA-Reinsubstanzen kommerziell angewandt 
wird. Dabei werden in ausgewahlten Positionen innerhalb einer sonst festge- 
legten Sequenz der Sonden-PNA alle vier, oder mehr als eine der Basen 
Adenin, Guanin, Cytosin oder Thymin, nebeneinander eingebaut. Dies erfolgt 
durch den Einsatz nicht nur eines, sondern mehrerer Synthesebausteine in 

25 einem Schritt in der Festphasensynthese. Durch Variationen in mehreren sol- 
chen Positionen entsteht eine PNA-Bibliothek. Im AnschlulS an die PNA- 
Synthese kann ein charge tagging an der freien terminalen Aminofunktion 
durchgefuhrt werden. Dies verbessert den dynamischen Bereich der PNA- 
Analyse mittels MALDL 



30 



In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform werden deshalb bei der 
Festphasensynthese die unterschiedlichen Basenbausteine derart markiert, 
da(S ihre Massen im Massenspektrometer unterscheidbar sind. Diese Markie- 
rung wird so bewerkstelligt t dafj zur Base korrespondierend am Ruckrat eine 



unterschiedliche Massenmodifikation eingefuhrt wird (Figur 7). Auf diese Art 
und Weise erh::lten die synthetisierten Sonden Massen, die spezifisch fur ih- 
re Sequenzen sind. Binden nun Sonden an eine auf dem MALDI-Target im- 
mobilisierte Ziei-DNA, so erlauben die im MALDI-Experiment zuganglichen 
Masseninformationen eindeutige Ruckschlusse auf die Sequenzen der je- 
weils hybridisierten PNA-Sonden. 

In einer weiteren besonders bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungs- 
gemafien Verfahrens werden die Basenbausteine mit einer Methyl-, Ethyl-, 
Propyl- Alkyl- oder Alkoxyalkyl-Gruppe oder mit deren deuterierten Oder 
sonstigen isotopen Varianten markiert. Da bei Verwendung nicht massen- 
modifizierter Bausteine die Molekulmasse allenfalls Ruckschlusse auf die 
Basenzusammensetzung, nicht aber auf die Sequenz erlaubt, werden mas- 
sengelabelte Bausteine (d.h. am Ruckgrat substituierte PNA Monomere) ver- 
wendet, die fur jede randomisierte Position innerhalb der PNA-Bibliothek cha- 
rakteristisch sind. Da auf diese Weise der Synthesebaustein einer bestimm- 
ten Base in der Position x eine andere Masse hat als in der Position y, wer- 
den auch unterschiedliche Sequenzen bei gleicher Bruttozusammensetzung 
der Basen uber die Molekulmasse unterscheidbar. Die jeweiligen Substituen- 
ten werden durch numerische Rechnung so ausgewahlt, da(5 jeder denkbaren 
Sequenz aufgrund der beschriebenen Art der Bibliothekssynthese eine fest- 
gelegte Masse eineindeutig entspricht 

Die Synthese von Nucleinsaure-Sonden-Bibliotheken erfoigt am Synthesizer, 
indem an den zu randomisierenden Positionen Gemische verschiedener 
Nucleosidderivate (in der Regel Phosphoramidite) eingesetzt werden. Die 
sich daraus ergebenden Bibliotheken konnen ebenfalls als Sonden im oben 
beschriebenen Verfahren eingesetzt werden. Zur Unterscheidung der ver- 
schiedenen Sequenzen innerhalb der Bibliothek soli ein gezielter Bindungs- 

10 hrunh 7 R an feslgelegten Phosphodiesterbindungentjdurchgefuhrt werdery 

die sich auf einer festgelegten Seite der randomisierten Positionen befinden. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemafien 
Verfahrens sind somit die Sonden mit mindestens einer Modifikation in einer 



definierten Position von randomisierten Nucleotiden entfemt versehen, die 
eine Spaltung der Sonde erlauben. 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform handelt es sich bei dieser 
5 Modifikation um die Einfuhrung einer Phosphorothioatgruppe und/oder einer 
RNA-Base und/oder einer Phosphotriesterbindung. 

Enthalt eine Sonde drei randomisierte Positionen, so sind mindestens zwei 
solcher Bindungsbruche erforderlich (Figur 10). Es ergeben sich dann drei 

10 Fragmente, die jeweils eine randomisierte Position enthalten und damit auf- 
grund der sonst bekannten Zusammensetzung uber ihre Masse unmittelbar 
auf die variable Base schlieften lassen. Die Spaltung an den beschriebenen 
Bindungen kann unvollstandig erfolgen. Dies erlaubt die Einbeziehung gro- 
fterer Fragmente, um die Sequenzinformation abzusichern oder bei Mehr- 

15 deutigkeiten zu konkretisieren. Der spezifische Bindungsbruch an den ran- 
domisierten Positionen wird durchgefuhrt, indem bereits bei der Synthese der 
Bibliothek dort Phosphorothioatgruppen eingefuhrt werden. Diese konnen mit 
Hydroxyalkylhalogeniden zuerst hydroxyalkyliert und dann unter basischen 
Bedingungen selektiv gespalten werden. Alternativ konnen Proben so aufge- 
20 baut werden, daft neben einer randomisierten Position Uracil eingebaut wird. 
Mittels Uracil-DNA Glycosylase und nachfolgender alkalischer Behandlung 
kann das Ruckgrat dann an dieser Stelie gebrochen werden. 

Die Matrix wird ublicherweise so gewahlt, daft sie bei der gewahlten Laser- 
25 wellenlange einen hohen Extinktionskoeffizienten sowie eine gute Unterstut- 
zung der Ladungsbildung aufweist. In einer weiteren bevorzugten Ausfuh- 
rungsform des erfindungsgemaSen Verfahrens besteht die Matrix, die die 
Desorption der Sonden durch den Laserstrahi unterstutzt, aus einer Losung 
aus a-Cyano-4-hydroxyzimtsaure in Aceton im Verhaltnis 1:9 bis 9:1, vor- 
30 — zugsweise im Verhaftnts 1:1, oder — einem — G e m i sch — aus — a-Cyano-4— 
hydroxyzimtsauremethylester und a-Cyano-4-methoxyzimtsaure oder Sina- 
pinsaure oder deren Methylderivate im Verhaltnis 1:9 bis 9:1, vorzugsweise 
im Verhaltnis 1:1. 



Das oben beschriebene Prinzip des Massentaggings fur bestimmte Bausteine 
in festgelegten Positionen kann fur verschiedene Teiibibiiotheken angewen- 
det werden, die dann wiederum zu einer grofteren Bibliothek vereinigt werden 
konnen. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform werden deshalb die Sonden 
als Teiibibiiotheken hergestellt, die mit unterschiediichen Massen- und/oder 
Ladungs-Tags versehen sind. Um von einer bestimmten analysierten Masse 
auf eine bestimmte Teilbibliothek ruckschlieften zu konnen, mussen auch 
diese Teiibibiiotheken in ihrer Synthese massengelabelt werden. Dies erfolgt 
zweckmaBig uber naturliche Aminosauren, die sich leicht in einer Festpha- 
sensynthese an die PNA Bibliothek binden lassen. Durch das Massenlabeln 
verschiedener Teiibibiiotheken lafit sich der Massenbereich, der fur die Ana- 
lyse der Gesamtbibliothek zur Verfugung steht, betrachtlich aufweiten. 

Weiterhin betrifft die vorliegende Erfindung einen Kit, der die Sonden 
und/oder einen Probentrager, gegebenenfalls mit den gebundenen Nuclein- 
sauremolekulen, enthalt. Der Proteintrager ist t wie vorstehend dargelegt, 
oberflachenvorbehandelt und erlaubt so die Bindung der Nucleinsauren. Vor- 
zugsweise erfolgt die Vorbehandlung auf chemischem Wege. 

Die Figuren zeigen: 

Fiqur 1 

Schema des Fingerprintings mit massenspektrometrischer Abtastung. 
1) Kombinatorisch hergestellte Bibliothek von massenunterscheidbaren Son- 
den. 2) Die Bibliothek wird an eine Ziel-DNA, die auf einem MALDI target im- 
mobilisiert ist, hybridisiert. Nur Sonden mit komplementaren Sequenzen zu 
Sequenzen in der Ziel-DNA setzen sich an der Ziel-DNA fest. Nach intensi- 
0 - vem^WasGhan-wird eine MALD4~Mat4>^ufgebracht. 3) M i t einer Massenana- 
lyse werden die hybridisierten Sonden identifiziert. 



Fiaur 2 

Schematische Darstellung der Beschichtung eines MALDI-Targets und Im- 
mobiiisierung eines Arrays von Ziel-DNAs. Der bifunktionale Linker wircl bei 
5 nicht kovalenter Immobilisierung weggelassen. 

Fiqur 3 

N-terminales Massen/charge Tagging. 

Am 5' einer Nucleinsaure oder einer modifizierten Version einer Nucleinsaure 
oder am N-terminaien Ende einer PNA kann ein charge tag eingefuhrt wer- 
den. Das charge tag tragt eine N-Hydroxy-succinimidester Funktion und eine 
quartemare Ammoniumgruppe. Diese zwei Funktionalisierungen sind durch 
eine Gruppe Ri getrennt. Ri dient der Massenvariation der charge tags (die 
Kopplung der charge tags wird bei leicht basischem pH (8.5) in wa&riger L6- 
sung auf Eis durchgefuhrt. Die Reaktion lauft in 30 Minuten vollstandig ab). 

Fiqur 4 

1:1 Mischung von unmodifizierter PNA und charge tag PNA. 
Eine charge tag und unmodifizierte PNA sind in einem 1:1 Gemisch mit einer 
a-Cyano-4-hydroxyzimtsauremethyiester Matrix analysiert worden. Die unter- 
schiedliche Empfindlichkeit ist offensichtlich. Die urn eine Base verkurzte, ge- 
chargetagte Fehlersequenz (1983 Da) ergibt ein wesentlich starkeres Signal 
als die unmodifizierte Sequenz (2074 Da). 

25 Figur 5 

Massenverteilung einer 10-mer PNA Bibliothek. 

Zwei Positionen in der Sequenz sind mit degenerierten Basen (TCGA) syn- 
thetisiert. Die Sequenz ist NTTGTTTTCN. Dadurch ergeben sich 9 massen- 
unterscheidbare PNAs. In der PNA Bibliothek ist CC = 2810 Da, CT = TC = 
30 2825 Da, CA = AC = 2834 Da, TT = 2840 Da, T A = AT = 2849 Da nicht un- 
terscheidbar von CG = GC = 2850 Da, AA = 2858 Da, TG = GT = 2865 Da, 
AG = GA = 2874 Da und GG = 2890 Da. Durchwegs wird isotope Aufldsung 
beobachtet. Die ganze PNA Bibliothek ist in einer Eintopfreaktion mit einem 
charge tag versehen worden. Die MALDI Analyse wurde in einem 1:1 Ma- 





trixgemisch von cc-Cyano-4-methoxyzirntsaure und oc-Cyano-4- 
hydroxyzimtsauremethylester durchgefuhrt 



Figur 6 

Massen/charge tagging. 

Eine 10-mer PNA Bibliothek mit 2 degeneriert synthetisierten Positionen sind 
mit einem Massen/charge tag gelabelt worden. Die Sequenz ist 
NTTGTTTTCN. Gezeigt ist ein Gemisch von Ausgangsmaterial und gelabel- 
ter PNA Bibliothek in einer a-Cyano-4-hydroxyzimtsaure Matrix. Der Vorteil 
des Anbringens eines Fixladungstragers an die Bibliothek ist offensichtlich. 
Die Signale von der charge getagten Bibliothek sind bei gleicher Konzentrati- 
on detektierbar, wahrend die unmodifizierte PNAs nicht zu detektieren sind. 
Die urn eine Base verkurzte Fehlersequenz ist zu erkennen. 

Figur 7 

Prinzip der Synthese von PNA-Bibliotheken unter Verwendung parallel 
durchgefuhrter massengelabelter Synthesen sowie massengelabelten Bau- 
steinen L(randomisierte Position). In den randomisierten Positionen werden 
verschiedene Basen mit jeweils verschiedenen Substituenten am PNA- 
Ruckgrat (als Massentags) verwendet. Die Masse des jeweiligen PNA- 
Molekuls ist eindeutig dessen Sequenz zugeordnet. 

Figur 8 

Berechnetes MALDI-Massenspektrum einer PNA-Bibliothek. 
Zwei verschiedene Festphasensynthesen (eine davon massengelabelt) mit je 
32 verschiedenen Sequenzen ergeben 64 verschiedene Massenpeaks, von 
denen jeder zu einer spezifische Sequenz aus einer PNA-Bibliothek mit 3 va- 
riablen Positionen mit vier Basen (jeweils A, C, G und T eingesetzt) zugeord- 
net ist. Der Rechnung liegen die in Tabelle 1 aufgefuhrten Substituenten zu- 
grunde. Fur die Berechung wurde llasXomputerprogramm MASP~(© Dr. 
Christoph Steinbeck) verwendet. 
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Figur 9 

Mogliche PNA-Synthesebausteine fur die kombinatorische Boc- 
Festphasensynthese, wie sie auch fur die Synthese massenunterscheidbarer 
5 PNA-Bibliotheken verwendet werden. Es sind die in Tabelle 1 aufgefuhrten 
massengelabelten Bausteine dargestellt. 

Figur 10 

Sequenzanalyse von Sonden durch spezifische Bindungsbruche. 

10 Die verschiedenen Sequenzen einer Bibiiothek von DNA-Sonden konnen 
massenspektrometrisch auch durch spezifische Bindungbruche an den ran- 
domisierten Positionen (N = A, G, C oder T) identifiziert werden. Bereits wah- 
rend der Festphasensynthese wird an diesen Positionen eine Phospho- 
rothioatfunktion eingefuhrt, an der die DNA spezifisch gespalten werden kann 

15 (z.B. mit lodoethanol). Dies ist schematised ohne Berucksichtigung der ge- 
nauen chemischen Beschaffenheit der Fragmente, dargestellt. Die Masse der 
Fragmente erlaubt, da die Sequenz zum groBen Teil bekannt ist, die eindeu- 
tige Bestimmung der Gesamtsequenz, ohne daR eine vollstandige Sequen- 
zierung erfolgen muBte. Der Substituent R1 bezeichnet eine beliebige weite- 

20 re DNA-Sequenz, R2 eine weitere beliebige Sequenz oder -H. R3 bezeichnet 
-OH (Phosphodiester) oder Alkyl- (Alkylphosphonat). 

Die Beispiele erlautern die Erfindung. 

25 Beispiel 1: Darstellung des gesamten erfindungsgemaBen Verfahrens 

Ein MALDI Target wird mit einer Substanz beschichtet, die eine Immobilisie- 
rung eines chemisch modifizierten PGR Produktes erlaubt (z.B. eine NH 2 
funktionalisierte Oberflache). Ein Array von Ziel-DNAs wird auf diese Ober- 
flache ubertragen und gebunden. Das Array wird mit einer Bibiiothek von 

3D So nden, die in he schnebeneciAteise-hergeste llt wurde, hybridisiert. Komple - 

mentare Bestandteile der Sondenbibliothek binden an die entsprechenden 
Ziel-DNAs. AnschlieBend wird grundlich gewaschen, um nicht gebundene 
Sonden zu entfernen. Die Matrix wird aufgebracht und das MALDI Target ins 
Massenspektrometer ubertragen. Jeder Punkt, wo sich eine Ziel-DNA befin- 



det wird mit dem Laser angesteuert und eine Massenanalyse der Sonden, die 
sich an diese Ziel-DNA gebunden haben, durchgefuhrt. 

Beispiel 2: Analyse einer mit Charge Tags versehenen PNA-Bibliothek 
5 Eine Bibliothek von PNAs wird in einer Synthese, wie sie hier beschrieben ist, 
mit Charge Tags versehen. Die Bibliothek von PNAs wird in 50 % Acetonitril 
gelost und verdunnt. Die MALDI Matrix (in diesem Fall eine 1:1 Mischung von 
a-Cyano-4-methoxyzimtsaure und a-Cyano-4-hydroxyzimtsauremethylester in 
Aceton) wird auf das MALDI Target gegeben. Das Losungsmittel verdunstet 
10 unmittelbar. Danach wird 0.5 ml der CT-PNA Ldsung auf auf die getrocknete 
Matrix gegeben. Nach dem Verdunsten dieses Losungsmittels wircl das 
MALDI Target ins Massenspektrometer uberfuhrt und die Sonde analysiert. 
Das Resultat ist in Figur 5 gezeigt. 

1 5 Beispiel 3: Analyse eines Arrays von Ziel-DNAs durch CT-PNAs 

Eine Bibliothek von CT-PNAs, die auf die beschriebene Weise kombinato- 
risch hergestellt wurde, wird an ein Array von Ziel-DNAs, das auf einem 
MALDI Target immobilisiert ist, hybridisiert Diejenigen Sonden, die eine 
komplementare Sequenz in einer Ziel-DNA finden, werden gebunden. Da- 

20 nach wird das MALDI Target gewaschen, um alle ubrigen Bestandteile der 
Bibliothek zu entfernen. Die Matrix wird auf das MALDI Target gegeben und 
das Target zur Analyse ins Massenspektrometer uberfuhrt (Figur 1). Eine un- 
bekannte Ziel-DNA wird durch die hybridisierten Sonden charakterisiert. Ahn- 
lichkeiten zwischen verschiedenen Ziel-DNAs zeichnen sich dadurch aus, 

25 daft die gleichen Sonden an sie binden. 

Beispiel 4: Analyse eines Arrays von Ziel-DNAs durch Sonden 

Sonden werden individuell hergestellt und anschlieflend zu einer Bibliothek 

vereinigt. Wesentlich ist, dafl keine Masse von zwei verschiedenen Sonden 

-30 belegf'wifd , Di o s e-BMio th e k ven-SoRdcn w i rd zu r-Hybridi s ic rung an oi n Array 

von immobilisierten Ziel-DNAs verwendet. Die nicht gebundenen Sonden 
werden abgewaschen. Die Matrix wird aufgetragen und die gebundenen 
Sonden im Massenspektrometer analysiert. 
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Beispiel 5; Herstellung von Teilbibliotheken und MALDI-Analyse 
Ein Beispiel fur eine PNA-Bibliothek mit eindeutiger Beziehung der Masse zur 
Sequenz zeigen Figur 8 und Tabelle 1. In einer sonst beliebigen PNA sollen 
5 drei Positionen in der kombinatorischen Festphasensynthese variiert werden. 
Dies entspricht bei 4 verschiedenen Basen 64 moglichen Verbindungen. im 
vorliegenden Beispiel werden zwei getrennte Synthesen mit den in Tabelle 1 
gegebenen Bausteinen durchgefuhrt. Synthese 2 wird zusatzlich durch das 
Anbringen von zwei Valin-Einheiten massengelabelt. Jede Teilsynthese lie- 
10 fert 32 Verbindungen, die alle uber ; : hre Masse unterscheidbar sind. Beide 
Teilbibliotheken konnen nun zur Bibliothek mit 64 verschiedenen Sequenzen 
mit jeweils spezifischer Masse vereinigt werden. 

Das berechnete MALDI-Massenspektrum fur diese Bibliothek zeigt Figur 8. 
Die 64 Peaks uberlappen nicht, jeder entspricht einer spezifischen Sequenz 
15 aus einer PNA-Bibliothek mit drei randomisierten Basenpositionen (je 4 Ba- 
sen). 

Beispiel 6: Aufbau einer Sondenbibliothek mit 448 Sonden. 
20 7 Synthesen werden nach der im letzten Beispiel beschriebenen Methode 
durchgefuhrt und anschlieQend die Massen/charge tags gekoppelt. 

Massenbereich 

1. 64 Sonden: charge tag-TCPiGAP 2 GAP 3 G 2600-2800 Da 

25 2. 64 Sonden; charge tag+200 Da mass tag- TCP 1 AGP 2 GAP 3 G 2800-3000 Da 

3. 64 Sonden: charge tag+400 Da mass tag- TCP 1 AGP 2 AGP 3 G 3000-3200 Da 

4. 64 Sonden: charge tag+600 Da mass tag- TCP 1 AAP 2 AGP 3 G 3200-3400 Da 

5. 64 Sonden: charge tag+800 Da mass tag- TCP-jAAPzGAPsG 3400-3600 Da 

6. 64 Sonden: charge tag+1000 Da mass tag- TCP 1 GAP 2 GAP 3 G 3600-3800 Da 
30 7. 64 Sonden: charge tag+1200 Da mass tag- TCPiGAP 2 AGP 3 G 3800-4000 Da 



Beispiel 7: Kovalente Immobilisierung einer Ziel-DNA auf einer Metalloberfla- 
che. 

1. Beschichtung der Metalloberflache mit Silikat und Silanen: 
35 Variante A: 
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50 mg Natriumtrisilikat (Aldrich) werden in 600 fiL Wasser unter Erwarmen 
und Mischen gelost und tropfenweise mit 100 ^L Methanol versetzt. Die L6- 
sung darf sich beim Stehenlassen innerhalb von 15 min nicht truben. Auf die 
vorgereinigte Platte wird eine gleichmalSige Schicht dieser Ldsung mit einem 
5 weichen Tuch aufgetragen und bei Raumtemperatur getrocknet. Die Platte 
wird 15 min bei SOX weiter getrocknet und in Methanol gewaschen. Dann 
wird nochmals 15 min auf 50°C erwarmt und unpolymerisiertes Silikat mit 
Wasser abgewaschen. Die "verglaste" Metallplatte wird 20 min mit einer L6- 
sung von 3-(Aminopropyi)-triethoxysilan (2% in Aceton: Wasser / 95:5) be- 
10 handelt, mit Methanol gewaschen und bei 50°C getrocknet. 
Variante B: (bevorzugte Variante) 

Der Silikatlosung wie unter A) beschrieben werden 5% 3-(Aminopropyl)- 
triethoxysilan zugesetzt und mit einem weichen Tuch eine gleichmafSige 
Schicht auf die Metallplatte aufgebracht. Nach dem Trocknen bei Raumtem- 
15 peratur wird die Oberflache fur 30 s den Dampfen konz. Salzsaure ausge- 
setzt, worauf sie sich milchig trubt. Die Platte wird 15 min bei 50°C getrock- 
net, mit Methanol und Wasser gewaschen und nachfolgend erneut getrock- 
net, 

Variante C: 

20 Die vorgereinigte Metallplatte wird in einer Ldsung von 3-(Aminopropyl)- 
triethoxysilan (2% in Aceton:Wasser / 95:5) 30 min silanisiert. Die Platte wird 
getrocknet, mit Methanol gewaschen, auf 50°C 15 min erwarmt und mit Was- 
ser gewaschen. 
Variante D: 

25 Analog zu den Varianten A, B und C ist die Funktionalisierung mit Thiolen 
durch Verwendung von 3-(Mercaptopropyl)-triethoxysilan moglich. 

2. Funktionalisierung von DNA mit einem Linker: 
Variante A: 
3t> Mit~Hfner"Phosphorothioat=B^ 

schuft SIAB (4-(lodacetamido)-benzoesaure N-hydroxysuccinimidylester, 
Pierce Chemical, Rockford, IL, USA) in DMF funktionalisiert. Das Losemittel 
wird im Vakuum abgedampft, der gelbliche Ruckstand mehrfach mit Essig- 
saureethylester gewaschen und anschliefSend getrocknet. Unter diesen Be- 



dingungen reagiert ausschlielSlich die lodacetamido-Funktion. Der N- 
Hydroxy-succinimidester bieibt fur die Weiterreaktion mit Aminofunktionen im 
Zuge der Immobilisierung erhalten. 
Variante B: 

Das aminofunktionalisierte Oligonucleotid wird mit einem Uberschuft SIAB in 
wasserfreiem DMSO bei Raumtemperatur umgesetzt. Die Aufreinigung erfolgt 
wie unter A). Unter diesen Bedingungen reagiert SIAB zu ca. 50% mit seiner 
lodoacetamido- und zu ca. 50% mit N-Hydroxy-succinimidester Funktion. Die 
Immobilisierung kann dann umgekehrt an einer entsprechend 1.D behandel- 
ten Metallplatte erfolgen. 
Variante C: 

Die Varianten A) und B) konnen auch analog mit Halogenalkylcarbonsaure- 
NHS-Estern durchgefuhrt werden. Es sind jedoch langere Reaktionszeiten 
und erhdhte Temperaturen erforderlich. 

3. Bindung von DNA an vorbehandelte Metallplatten: 
Variante A: 

Die funktionalisierte DNA wird in einer gesattigten Losung von Natriumacetat 
in wasserfreiem DMSO gelost und auf die beschichtete Metallplatte aufge- 
bracht. Nach 30 min Reaktionszeit wird das verbliebene Losemittel entfernt 
und die Metallplatte zuerst mit 1 M Ammoniumchloridlosung und dann mit bi- 
destilliertem Wasser derart gewaschen, dafS eine gegenseitige Kontamination 
der benachbarten Spots vermieden wird. Dieser Vorgang wird dreimal wie- 
derholt. Dann wird mit viel bidestilliertem Wasser nachgespult und die Me- 
tallplatte bis zur anschlielienden Hybridisierung im Vakuum aufbewahrt. 
Variante B: 

Analog zu A) ist auch die nicht kovalente Immobilisierung mit unmodifizierter 
DNA moglich. In diesem Fall wird im WaschprozeS auf die 1 M Ammonium- 
chloridlosung verzichtet. 



4. Hybridisierung und Probenaufbereitung: 

Die Hybridisierung an die immobilisierte Ziel-DNA mit PNA-Sonden (oder 
Nucleinsaure-Sonden) erfolgt in PBS-Puffer bei einer den jeweiligen Sonden 
angepafiten Temperatur. Das Target wird mehrfach zuerst mit PBS-Puffer, 



dann mit bidestilliertem Wasser nachgewaschen. Die Metallplatte wird im Va- 
kuum getrocknet und anschliefcend mit der MALDI-Matrix (a-Cyano-4- 
hydroxyzimtsaure, 1 % in Aceton; oder analog der entsprechende Methylester 
fur das Verfahren mit "charge tagged" PNAs/Nucleinsauren, Oder als bevor- 
zugte Variante ein 1:1 Gemisch des a-Cyano-4- 
hydroxyzimtsauremethyiesters mit a-Cyano-4-methoxyzimtsaure fur die 
"charge tagged" PNAs) getrennt fur jeden Spot beschichtet. Alternativ kann 
auch eine flachige Beschichtung mit einem Matrix-Spray durchgefuhrt wer- 
den. Durch den schnellen TrocknungsprozeS wird eine Diffusion innerhalb 
des Arrays_vermieden. , 

5. Bevorzugte Variante 

In der bevorzugten Variante erfoigt die Bindung einer mit einer Phospho- 
rothioat-Brucke synthetisierten und mit SIAB nach 2.A funktionalisierten DNA 
an eine nach 1.B hergestellten Oberflache auf einer Metallplatte durch Reak- 
tion in wasserfreiem DMSO bei Raumtemperatur (30 min). Nach der Hybridi- 
sierung mit der charge getaggten Sonden-PNA/DNA wird das MALDI-Target 
mit bidestilliertem Wasser gewaschen, getrocknet und flachig getrennt fur je- 
den Spot mit einem Gemisch aus a-Cyano-4-hydroxyzimtsauremethylester 
und a-Cyano-4-methoxyzimtsaure (wie unter 4.) beschichtet. 

6. Proteinbeschichtung: 

Eine weitere Variante besteht darin die Metalioberflache das MALDI Targets 
mit Protein zu beschichten. Gene32 t ein Protein das sequenzunspezifisch 
einzeistrangige DNA bindet, ist dazu geeignet. Nach der Beschichtung des 
Targets mit diesem Protein kann ein Array von Ziel-DNAs daraufgelegt wer- 
den. Wenn das Array der Ziel-DNAs aus cDNA besteht, sind diese in der 
PCR mit oligo-dT (z.B. d I II I I I I I I I I I I ) geprimt worden. Oligo-dT wech- 
selwirkt stark mit Gene32. Die kovalente Bindung des oligo-dT zum gene32 
kann durch ein Photocrosslinking mit kurzem UV-Licht erreicht werden. 30,37 
Nach dieser Immobilisierung auf dem MALDI Target kann eine Bibliothek von 
Sonden in der beschriebenen Art zur Analyse des Arrays von Ziel-DNAs ver- 
wendet werdea Es bieten sich auch sequenzspezifische Protein/DNA- 
Wechselwirkungen an, wie z.B. GCN4/AP1 . 
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Eine weitere Venante ist eine biotinylierte Ziel-DNA an ein mit Streptavidin 
beschichtetes magnetic bead zu binden. Diese Ziel-DNA wird mit einer Son- 
denbibliothek analysiert und anschlieftend die magnetischen Teilchen auf 
5 das MALDI Target ubertragen, wo die Sonden durch die Matrix und leichtes 
Aufheizen auf die Matrix ubertragen werden. 



Base 


Position 1 


Position 2 


Position 3 


A 


H 


/Pr 


H 


T 


H 


Me 


/PrOCH 2 


C 


H 


H 


/PrOCH 2 * 


G 


H 


/Bu 


H * 



Tabelle 1: An den PNA-Untereinheiten angebrachte Substituenten zur Her- 



steliung einer massengelabelten Bibliothek mit eindeutiger Massen/Sequenz 
Beziehung. * : Zweite Synthese, mit 2 Valin-Einheiten massengelabelt. Die 
entsprechenden Synthesebausteine zeigt Fig. 9. 
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Patentanspruche 



Verfahren zum Nachweis einer Nucleotidsequenz in einem Nucleinsau- 
remoiekul, das die folgenden Schritte umfalSt: 

(a) Hybridisierung von Nucleinsauremolekulen mit einem Satz von 
Sonden unterschiedlicher Nucleobasensequenzen, wobei jede 
Sonde eine von alien anderen Sonden verschiedene Masse auf- 
weist; 

(b) Abtrennung der nicht hybridisierten Sonden; 

(c) Kontaktierung der hybridisierten Sonden mit einer Matrix, welche 
die Desorption der Sonden durch einen Laserstrahl unterstutzt; 

(d) Analyse der hybridisierten und von der Matrix umgebenen Sonden 
auf einem aus elektrisch leitfahigem Material bestehenden Proben- 
trager in einem Massenspektrometer; und 

(e) Bestimmung der Nucleinsauremolekule, welche die Sequenz auf- 
weisen, 

wobei die Positionen der Sonden auf dem Probentrager eine Zuordnung 
zu dem damit hybridisierenden Nucleinsauremolekul erlaubt. 

Verfahren nach Anspruch 1 , wobei die Nucleinsauremolekule vor oder 
nach Schritt (a) auf die Oberflache eines Tragers ubertragen werden. 

Verfahren nach Anspruch 2, wobei die Oberflache des Tragers die 
Oberflache des aus elektrisch leitfahigem Material bestehenden Proben- 
tragers ist 

Verfahren nach Anspruch 2, wobei vor Schritt (c) der Trager mit den an 
seiner Oberflache aufgebrachten Nucleinsauremolekulen, die die hy- 
bridisierten Sonden tragen, auf den aus leitfahigem Material bestehen- 
den Probentrager-aufgebraehHvird. 

Verfahren nach Anspruch 2, wobei die hybridisierten Sonden vor dem, 
nach dem oder durch den Kontakt mit der Matrix in Schritt (c) von den 
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immobilisierten Nucleinsauremolekulen abgelost und auf den aus leit- 
fahigem Material bestehenden Probentrager aufgebracht werden. 

6. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5, wobei der Probentrager 
5 eine metallische, eine mit Glas beschichtete Oder eine chemisch modi- 

fizierte Oberflache aufweist. 

7. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 6, wobei die Immobilisierung 
der Nucleinsauremolekule an der Probentrageroberflache uber eine 

10 NH 2 - Epoxy- Oder SH-Funktion, vermitteis der Beschichtung der Pro- 

bentrageroberflache mit einem Silikat oder Silan, uber eine Protein- 
Substrat-, Protein-Protein- oder eine Protein-Nucleinsaure-lnteraktion, 
oder uber eine Wechselwirkung zweier hydrophober Komponenten er- 
folgt. 

15 

8. Verfahren nach Anspruch 7, wobei die Protein-Substrat-lnteraktion eine 
Biotin-Streptavidinbindung oder eine Antikorper-Antigenbindung ist. 

9. Verfahren nach Anspruch 7, wobei die Protein-Nucleinsaureinteraktion 
20 eine Gene32-Nucleinsaurebindung ist. 

10. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 9, wobei die Sonden 
Nucleinsauren sind, die mit einem Massen-Tag versehen sind. 

25 11. Verfahren nach Anspruch 10, wobei der Massen-Tag zugleich Ladungs- 
Tag ist. 



12. Verfahren nach Anspruch 10, wobei die Nucleinsauren zusatzlich mit 
einem Ladungs-Tag versehen sind. 
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13. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 12, wobei die Sonden modi- 
fizierte Nucleinsauremolekule sind. 



14. Verfahren nach Anspruch 13, wobei die modifizierten Nucteinsauremo- 
lekule PNAs, alkylierte Phosphorothioatnucleinsauren oder Alkylphos- 
phonatnucleinsauren sind. 

15. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 14, wobei die Sonden durch 
kombinatorische Festphasen-Synthese hergestellt werden. 

16. Verfahren nach Anspruch 15, wobei unterschiedliche Basenbausteine 
derart markiert sind, daE Ihre Massen im Massenspektrometer unter- 
scheidbar sind. 

17. Verfahren nach Anspruch 16, wobei die Markierung eine Methyl- Ethyl-, 
Propyl-, Alkyl- oder Alkoxyalkyl-Gruppe ist. 

18. Verfahren nach einem der Anspruche 14 bis 17, wobei die Sonden mit 
mindestens einer Modifikation in einer definierten Position von rando- 
misierten Nucleotiden entfernt versehen sind, die eine Spaltung der 
Sonde erlaubt. 

19. Verfahren nach Anspruch 18, wobei die Modifikation die Einfuhrung ei- 
ner Phosphorothioatgruppe und/oder einer RNA-Base und/oder einer 
Phosphotriesterbindung in die Sonde ist 

20. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 19, wobei die Matrix eine 
Losung aus oc-Cyano-4-hydroxyzimtsaure in Aceton im Verhaltnis 1:9 bis 
9:1, vorzugsweise im Verhaltnis 1:1, oder ein Gemisch aus a-Cyano-4- 
hydroxyzimtsauremethylester und a-Cyano-4-methoxyzimtsaure oder 
Sinapinsaure oder deren Methylderivate im Verhaltnis 1:9 bis 9:1, vor- 
zugsweise im Verhaltnis 1:1, ist. 

21. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 20, wobei die Sonden als 
Teilbibliotheken hergestellt werden, die mit unterschiedlichen Massen- 
und/oder Ladungs-Tags versehen sind. 



Kit enthaltend 

(a) einen Satz von Sonclen wie definiert in einem der Anspruche 11 
bis 1 8 und/oder 

(b) einen Probentrager, der vorbehandelt ist und dadurch die Bindung 
eines Arrays von Ziel-DNAs erlaubt und/oder bereits gebundene 
Ziel-DNAs enthfllt. 



Zusammenfassunq 



Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zum Nachweis einer Nucleo- 
tidsequenz in einem IMucleinsauremolekul vermittels vorbestimmter Sonden 
unterschiedlicher Masse durch Matrix-assistierte Laser Desorpti- 
ons/lonisations Massenspektrometrie. Vorteilhafterweise erlaubt das erfin- 
dungsgemafSe Verfahren die gleichzeitige Charakterisierung einer Vielzahl 
unbekannter Nucleinsauremolekule durch einen Satz verschiedener Sonden. 
Weiterhin betrifft diese Erfindung einen Kit, der die Sonden und/oder einen 
Probentrager, gegebenenfails mit daran gebundenen Nucleinsauremoleku- 
len, enthalt. 
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1) Massenverteilung der Proben 



PI P2 



P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10 P11P12 P13 P14 



2) Hybridisierung 



P7 





Ziel DNA 



MALDI Target 



3) Massenverteilung hybridisierte Proben 



P2 



P6 P7 P9 



P14 



Fig. 1 
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Immobilisierung von DNA direkt auf dem MALDI-Target (Beispiel). 



gebundene DNA 



bifunlctionaler Linker 

funktionalisierte Schicht, 
hergestellt aus Silanen 

Glas/Silikatbcschichtung 
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Synthesis I: 



RcsiPNA 




Synthesis Masstag I 




Synthesis 2: 



RcsiPNA 




Synthesis Massing 2 




....Synthesis n: 



designte PNA-Bihliothek i 
mit Seguenz-spe2ifischerx 
Massen 



B = Adenin, Cytosin, Guanin, Thymin oder Purin-oder Pyrimidinderivate oder deren 
Deazaanaloge 

L(n) sind verschiedene Sets von Substituenten , spezifisch ausgewahlt fiir jede 
Base, die in jedem Syntheseschritt eingesetzt wird, urn minimierte Peak-Uberlap- 
pungen in der MAIM-MS zu erhalten 
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